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1 UVOD 
 
Bakterije iz rodu Legionella so prvič odkrili leta 1976, ob zasedanju Ameriške legije v 
Filadelfiji. Ob izbruhu pljučnice je umrlo 29 od 182 bolnikov (Cunha in sod., 2016). Do 
takrat še nepoznan mikroorganizem, sta šest mesecev po izbruhu bolezni odkrila 
raziskovalca Centra za nadzor nad nalezljivimi boleznimi (CDC, ang. Centers for Disease 
Control and Pervention) Joseph McDade in Charles Shepard. Bakterijo so kasneje 
taksonomsko uvrstili v družino Legionellaceae. Poimenovali so jo Legionella 
pneumophila, obliko pljučnice, ki jo povzroča pa legionarska bolezen (Henry, 2017).  
 
Bakterijo večkrat povezujemo s sporadičnimi primeri in izbruhi atipičnih pljučnic, tako v 
domačem, kot v bolnišničnem okolju (Cunha in sod., 2016). Legionele so znotrajcelični 
mikroorganizmi, ki se nahajajo v naravnih in umetnih vodnih habitatih. V okolju 
parazitirajo v protozojih, naključen gostitelj pa je lahko tudi človek. Ljudje se okužijo z 
vdihovanjem kontaminiranih aerosolov, ki jih ustvarjajo na primer fontane, tuši, masažne 
kadi in klimatske naprave. Po vdihu kontaminiranih aerosolov, legionele vstopijo s 
fagocitozo v pljučne makrofage, v katerih se razmnožujejo. Bolezen se lahko kaže kot 
pljučnica, imenovana legionarska bolezen ali v milejši obliki, kot pontiaška vročica 
(Mercante in Winchell, 2015). 
 
Osamitev s kultivacijo bakterije predstavlja zlati standard diagnostike okužb z legionarsko 
boleznijo. Ker je za obvladovanje bolezni ključno predvsem hitro prepoznavanje 
povzročitelja okužb, mikrobiološko kulturo nadomeščajo novejši testi (Pierre in sod., 
2017). V diagnostiki se uporabljata predvsem testa za dokaz legionelnega antigena v urinu 
s testom ELISA UAg (ang. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay Urinary Antigen test) 
in hitrim imunokromatografskim testom (ICH; ang. immunochromatographic test) 
(Diederen, 2008).  
  
Poznamo več kot 60 vrst legionel, ki jih lahko razvrstimo v 70 seroloških skupin. Večino 
primerov legionarske bolezni povzroča bakterija L. pneumophila serološke skupine 1 (sg. 
1). Patogene so lahko tudi druge serološke skupine in vrste (Cunha in sod., 2016). Za 
preprečitev nadaljnjih okužb je pomembna določitev izvora okužbe, pri tem si lahko 
pomagamo z metodami tipizacije (Burillo in sod., 2017). Metode fenotipizacije in 
genotipizacije omogočajo združevanje sorodnih bakterij v klastre na podlagi njihovih 
značilnosti. Pri serotipizaciji z monoklonskimi protitelesi razvrščamo L. pneumophila sg. 1 
v 15 seroloških skupin (Helbig in sod., 2002). Skupine se razlikujejo na podlagi antigenov 
celične stene. Vse pogosteje se uporabljajo tudi metode, ki temeljijo na razlikah v 
genomskem zaporedju. Splošno sprejeta metoda genotipizacije za rod Legionella, je 
sekvenčna analiza (SBT, ang. sequence based typing), pri kateri bakterije razvrščamo na 
podlagi sedmih specifičnih genov (David in sod., 2016). 
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1.1 NAMEN DELA  
 
V magistrski nalogi smo želeli preučiti klinične izolate bakterije iz rodu Legionella med 
leti 2008 in 2017. Zanimalo nas je število izvedenih testov v omenjenem desetletnem 
obdobju ter vpliv starosti in spola na možnost okužbe. Ker je legionarska bolezen sezonska 
bolezen, ki se pojavlja predvsem pozno poleti in v začetku jeseni, smo preverili ali 
pojavnost legioneloz sovpada s povišanjem temperature na preučevanem območju.  
 
Pri človeku leginelozo najpogosteje povzroča L. pneumophila sg. 1, ki jo lahko delimo v 
različne podskupine s pomočjo tipizacije. V drugem delu naloge smo zato želeli raziskati 
prisotnost različnih sekvenčnih tipov in monoklonskih podtipov kliničnih izolatov iz 
območja Ljubljane z okolico.   
 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Cilji naloge: 
 
- preučiti klinične izolate rodu Legionella v desetletnem obdobju od leta 2008 do 
2017, 
- na podlagi tipizacije smo želeli ugotoviti razširjenost posameznih legionelnih sevov 
v našem okolju,  
- preveriti vpliv povišanja temperature okolja na pojavnost legionarske bolezni. 
 
Delovne hipoteze: 
 
- z genotipizacijo in fenotipizacijo bomo prepoznali različne fenotipe in genotipe 
bakterije L. pneumophila, ki v našem okolju povzročajo okužbe, 
- pri bolnikih bo najpogosteje prisoten monoklonski podtip L. pneumophila sg. 1 
MAb 3/1 in sekvenčni tip 1, 
- povišana temperatura okolja vpliva na povečano pojavnost legionarske bolezni. 
Ražman N. Fenotipska in genotipska opredelitev kliničnih izolatov bakterije Legionella pneumophila. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
3 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 TAKSONOMIJA 
 
Rod Legionella sodi v razred gama-proteobakterij in je edini rod znotraj družine 
Legionellaceae (Brenner in sod., 1979). Taksonomsko legionele razvrščamo na podlagi 
gena za 16S ribosomsko RNA (16S rRNA), ki predstavlja konservativno območje 
primerno za določanje sorodstvenih razmerij med bakterijami (Fry in sod., 1991). Najbližji 
sorodnici legionele na podlagi analize 16S rRNA, sta Coxiella burnetii in Wolbachia 
persica (Cunha in sod., 2016).  
 
V rod Legionella uvrščamo več kot 60 vrst in 70 seroloških skupin (Cunha in sod., 2016). 
Dve leti in šest mesecev po izbruhu epidemije legionarske bolezni v Philadelphiji, je bila 
prvič izolirana tipska vrsta Legionella pneumophila. Temu je sledila izolacija velikega 
števila novih vrst legionel, tako iz kliničnih kot okoljskih vzorcev (Brenner in sod., 1979). 
 
Vrsta L. pneumophila vsebuje 15 seroloških skupin glede na razlike v lipopolisaharidu 
celične stene (Brenner in sod., 2015). Število prepoznanih vrst in podtipov legionel še 
narašča, pri čemer nekaterih bakterij zaradi njihovih specifičnih zahtev še ne znamo gojiti 
(Diederen, 2008). Vrsta, ki najpogosteje povzroča okužbe pri ljudeh je L. pneumophila. Ta 
povzroča okrog 90 % vseh prijavljenih primerov. Znotraj vrste je najpogostejša 
povzročiteljica legionarske bolezni L. pneumophilla sg. 1. Nekatere druge legionele, ki 
lahko prav tako povzročajo bolezni predvsem pri imunsko oslabljenih ljudeh so, L. 
micdadei, L. bozemanii, L. longbeachae, L. feeleii in L. hackeliae. (Fields in sod., 2002). 
 
2.2 BIOLOŠKE LASTNOSTI LEGIONEL  
 
Legionele so aerobne, po Gramu negativne bakterije, so gibljive in pleomorfnih oblik. 
Njihova oblika je odvisna od temperature, prisotnosti hranil, metabolitov in okolja. 
Pojavljajo se lahko v obliki kokov, bacilov ali v filamentozni obliki (Mercante in Winchell, 
2015). Kokobacili so široki od 0,3 do 0,9 µm in dolgi od 2 do 20 µm. V tkivu in kliničnih 
vzorcih so bakterije prisotne v obliki kokobacilov velikih od 1 do 2 µm. Podaljšana 
filamentozna oblika je vidna predvsem pri rasti na nekaterih umetnih medijih (Diederen, 
2008). 
 
Legionela sodi med ubikvitarne mikroorganizme. Najdemo jo v različnih vodnih habitatih 
kot so jezera, reke, vroči vrelci in površinske vode (Mercante in Winchell, 2015). V naravi 
lahko tvorijo kompleksne biofilme, iz katerih so sposobne tranzicije v motilno, 
planktonsko obliko. Legionele v naravi preživijo v vodnih okoljih in vlažni zemlji kot 
znotrajcelični paraziti prostoživečih protozojev, predvsem ameb. (Diederen, 2008). 
Razmnožujejo se predvsem znotraj rodov protozojev Achantamoeba, Naegleria, 
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Hartmanella in Tetrahymena. Okužba protozojev jim zagotavlja konstantno okolje in 
zaščito pred neugodnimi pogoji (Mercante in Winchell, 2015). 
  
Umetno ustvarjena vodna okolja kjer so temperature vode višje od temperature okolice in 
navzočnost drugih mikroorganizmov, ki zagotavljajo hranila, omogočajo ugodne pogoje za 
preživetje in razmnoževanje legionel (Diederen, 2008). Človek se okuži z vnosom legionel 
v spodnja dihala, kjer se razmnožujejo v pljučnih makrofagih (Cianciotto, 2001). 
 
2.2.1. Zgradba bakterijske stene in citoplazemske membrane 
 
V patogenezi legionel imata ključno vlogo bakterijska celična stena in citoplazemska 
membrana. Celična stena in membrana bakterijo zaščitita pred negativnimi dejavniki 
okolja, omogočata selektiven prehod hranil in specifičen transport odpadnih produktov iz 
celice. Celico ločujeta od njene okolice, strukture na površini pa opredeljujejo interakcije z 
gostiteljskimi celicami in drugimi organizmi (Shevchuk in sod., 2011). 
 
Citoplazmo obdajata citoplazemska membrana in celična stena. Citoplazemska membrana 
je sestavljena iz lipidnega dvosloja, ki vsebuje fosfatidiletanolamin, fosfatidilholin in 
manjše vsebnosti kardiolipina ter fosfatildilglicerola (Slika 1). Glavna funkcija 
citoplazemske membrane je regulacija in prevzem hranil iz okolja. Prevzem je ključen 
predvsem v okoljih z omejujočo koncentracijo potrebnih snovi, na primer v času 
parazitiranja v amebah in človeških makrofagih. Na ta način membrana tudi vpliva na 
virulenco bakterije L. pneumophila in omogoča njeno preživetje v času infekcije 
(Shevchuk in sod., 2011). 
 
Med citoplazemsko in zunanjo membrano celične stene je periplazma, ki vsebuje tanko 
plast peptidoglikana in topne proteine, kot so metaloproteaze, nukleaze in fosfataze. 
Peptidoglikan je zelo trden sloj, ki je sestavljen iz muraminske kisline, glukozamina, 
glutamata, alanina in mezo-diaminopimelične kisline. Omogoča preživetje v gostiteljski 
celici, prav tako je vpleten v varovanje bakterije pred gostiteljevim imunskim sistemom 
(Shevchuk in sod., 2011). 
 
Zunanja membrana je glede na zgradbo značilna za po Gramu negativne mikroorganizme. 
Sestavljena je iz fosfolipidnega dvosloja, lipoproteinov, lipopolisaharidov (LPS) in 
proteinov. Fosfolipidi so preko peptidoglikana povezani z LPS-om. Fosfatidilholin v 
fosfolipidnem dvosloju povečuje citotoksičnost bakterije in ji omogoča vstop v makrofage. 
Za vezavo na gostiteljsko celico, pa so ključni poglavitni zunanji membranski proteini 
(MOMP; ang. Major outer membrane protein) (Shevchuk in sod., 2011).  
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Slika 1: Zgradba celične ovojnice bakterije L. pneumophila (prirejeno po Shevchuk in sod., 2011). 
 
Lipopolisaharid se nahaja na zunanji membrani in predstavlja pomemben antigen za 
imunski sistem. Legionelni LPS ima edinstveno strukturo z visokim deležem dolgih, 
razvejanih verig maščobnih kislin, kar mu daje hidrofoben značaj. Sestavljen je iz lipida A 
(endotoksina), osrednjega dela (oligosaharida) in antigena O (Slika 2). Antigen O in 
osrednji oligosaharidni del predstavljata polisaharidno regijo, medtem ko se z lipidom A 
zasidra v membranski fosfolipidni dvosloj. Antigen O je homopolimer, ki je sestavljen iz 
5-acetamidino-7-acetamido-8-O-acetil-3,5,7,9-tetradeoksi-L-glicero-D-galakto-
nonulozonske kisline, ki jo imenujemo tudi legionaminska kislina. Legionaminska kislina 
je brez prostih hidroksilnih skupin in zato močno hidrofobna. Glede na sestavo antigena O 
lahko vrsto L. pneumophila razdelimo v najmanj 15 seroloških skupin in te v monoklonske 
podskupine (Shevchuk in sod., 2011).  
 
Osrednjo regijo lipopolisaharida sestavlja notranji in zunanji del. Zunanji del je sestavljen 
iz oligosaharida iz ramnoze (Rha), manoze (Man), acetilkvinovozamina (QuiNAc) in 
acetilglukozamina (GlcNAc). Notranji del osrednje regije je hidrofilen in sestavljen iz 3-
deoksi-D-manookt-2-ulosonične kisline (keto-deoksioktulozonat, Kdo), vezane na lipid A. 
Strukturna funkcija lipida A je vezava LPS-a na bakterijsko membrano. Sestavljen je iz 
dolgih razvejanih maščobnih kislin, ki so odgovorne za nižji endotoksični potencial v 
primerjavi z ostalimi bakterijami (Shevchuk in sod., 2011). 
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Slika 2: Kemijska struktura in delitev lipopolisaharida bakterije L. pneumophila (prirejeno po Shevchuk in 
sod., 2011). 
 
LPS predstavlja pomemben antigen pri okužbi z bakterijami iz rodu Legionella. Je glavna 
komponenta, ki jo prepozna protitelesni imunski odziv. Molekule LPS-a se med 
posameznimi sevi razlikujejo, kar predstavlja osnovo za razvrščanje bakterij L. 
pneumophila v serološke skupine z monoklonskimi protitelesi (MAb) (Petzold in sod., 
2013). Seve L. pneumophila sg. 1 z monoklonskimi protitelesi Dresden panela delimo še 
na deset MAb podskupin: Knoxville, Philadelphia, Benidorm, Allentown, France, OLDA, 
Oxford, Bellingham, Heysham in Camperdown (Helbig in sod., 2002). 
 
2.2.2 Genom 
 
Genom legionel je sestavljen iz enega krožnega kromosoma. Prvi sekvencirani sevi L. 
pneumophila so bili Paris, Lens, Philadelphia in Corby. Vsak sev ima genom v povprečju 
velik med 3,3 in 3,5 megabaznih parov. Genom legionel je v primerjavi z genomi nekaterih 
drugih znotrajceličnih mikroorganizmov večji, zaradi večjega števila genov, ki omogočajo 
preživetje in prilagoditev različnim okoljskim dejavnikom in gostiteljem. Bazni pari GC 
predstavljajo od 38 % do 52 % genoma L. pneumophila. Vsak sev nosi zapis za približno 
3000 proteinov. Pri sevih L. pneumophila predstavlja 80 % pangenoma jedrni genom, 
medtem ko je od 7 do 11 % genov značilnih za vsak sev posebej (Gomez-Valero in sod., 
2009). Genom bakterij L. pneumophila je zelo raznolik, saj je podvržen horizontalnemu 
genskemu prenosu. Insercijske sekvence in deli fagnega dednega materiala predstavljajo 
2,4 % genoma (Steinert in sod., 2007).  
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Za epidemiološke študije, ki nakazujejo sorodnost legionel, uporabljamo sekvenčno 
analizo kombinacije sedmih hišnih in virulenčnih genov, velikosti od 245 do 648 baznih 
parov, in sicer flaA, proA, mompS, asd, mip, pilE in neuA (EWGLI, 2018).  
 
Strukturne in kemijske lastnosti LPS-a bakterije L. pneumophila se razlikujejo od drugih 
po Gramu negativnih bakterij. Razlika je opazna v strukturi antigena O, ki vsebuje 
legionaminsko kislino in njene derivate. Genetska zapisa za antigen O in središčni 
polisaharid se nahajata na genetskem lokusu z 28 odprtimi bralnimi okvirji (ORF; ang., 
open reading frame). Geni ki so zapisani na tem od 31 do 36 kilobaz (kb) velikem genskem 
klastru določajo funkcije, ki so potrebne za sintezo, transport, translokacijo in modifikacijo 
LPS komponent (Petzold in sod., 2013). 
 
Petzold in sod. (2013) so v raziskavi LPS-a in njegovega genetskega ozadja analizirali 14 
sevov bakterije L. pneumophila sg. 1. Sevi so bili izbrani tako, da so bile zastopane vse 
MAb serološke skupine, ki jih lahko ločimo z Dresdenskim panelom z izjemo skupine 
Oxford. Lokus, ki je odgovoren za biosintetsko pot LPS-a je imel pri vseh sevih L. 
pneumophila najmanj 28 ORF. Strukturna analiza genomov je pokazala, da imajo legionele 
na lokusu za sintezo LPS-a dve regiji. Regija med genoma wecA (ORF 14) in lpg0748 
(ORF 28) je dolga približno 15 kb in je zelo konservativna. Druga, 18 kb dolga regija med 
genoma lpg0779 (ORF 1) in lpg0764 je slabše ohranjena, pri nekaterih sevih so bili na tem 
mestu prisotni transpozoni in deli fagnih genov. Analiza z mikro-mrežami je pokazala, da 
obstaja 13 kb dolga regija med ORF 16 in ORF 28, ki je prisotna pri bakterijah iz sg. 1, kot 
tudi pri bakterijah vseh ostalih seroloških skupinah (non-sg. 1). Na območju med ORF 1 in 
ORF 15 je bila najdena 20 kb dolga regija, specifična za L. pneumophila sg. 1 (Petzold in 
sod., 2013). 
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Slika 3: Prikaz struktur biosintetskih lokusov LPS-a 14 različnih sevov bakterije L. pneumophila sg. 1 
(prirejeno po Petzold in sod., 2013). 
 
Slika 3 prikazuje seve različnih seroloških skupin, ki jih določamo z MAb Dresdenskega 
panela. Sevi Alcoy 2300/99, Corby in L10/23 ter Paris in Philadelphia 1 so zaradi enake 
gentske strukture in serološke skupne združeni. A: prikazuje 18 kb dolgo regijo (ORF 1-
13), ki je specifična za sg. 1. B: prikazuje 15 kb dolgo regijo med ORF14 in ORF 28 
(Petzold in sod., 2013). 
Gen lag-1 je prisoten samo pri sg. 1 in nosi zapis za O-acetiltransferazo, ki je odgovorna za 
8-O-acetilacijo legionaminske kisline (Slika 3). Sevi z delujočim lag-1 zapisom imajo na 
LPS-u epitop, ki veže MAb 3/1 Dresdenskega panela. Omenjen epitop pripomore k večji 
virulenci bakterije. Med kliničnimi izolati zato zasledimo večje število MAb 3/1 pozitivnih 
L. pneumophila izolatov. Sevi pri katerih je lag-1 gen odsoten imajo LPS deacetiliran in so 
pogosteje prisotni pri imunsko oslabelih. Pri vseh analiziranih sevih L. pneumophila sg. 1 
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sta prisotna tudi gena wzt (ORF 4) in wzm (ORF 5). Gena sta povezana z ABC 
transportnim sistemom, ki uravnava translokacijo antigena O čez citoplazemsko 
membrano. Gen wzm nosi zapis za proteinsko transmembransko domeno ABC 
transportnega sistema, gen wzt pa zapis za domeno ABC transportnega sistema, ki veže 
nukleotide (Petzold in sod., 2013). 
 
Zaporedje med ORF 6 in ORF 9, ki je značilno za serološki podskupini Konxville in 
Heysham, je odgovorno za vezavo MAb 3. Sev Camperdown je genetsko zelo podoben, 
vendar zaradi spremembe v ORF 6 ne veže protiteles MAb 3. Na modifikacijo antigena O 
najverjetneje vplivata tudi ORF 8 in ORF 9. Serološke podskupine Philadelphia, 
Allentown, Benidorm, Bellingham in OLDA imajo ORF 8 in 9 orientirana v enako smer, 
medtem ko sta pri seroloških podskupinah Knoxville, Camperdown in Heysham 
orientirana v nasprotno (Petzold in sod., 2013). 
 
2.3 PATOGENEZA IN ŽIVLJENJSKI KROG LEGIONEL 
 
Bakterije iz rodu Legionella lahko živijo kot prostoživeče bakterije v vlažnem okolju. V 
vodnem okolju jih najdemo v prosti, planktonski obliki ali pa kot del večje združbe, 
biofilma. L. pneumophila se je uspešno prilagodila na življenje v umetno ustvarjenih 
okoljih kot so prhe, klimatske naprave, fontane in drugi vodovodni sistemi (Oliva in sod., 
2018). Do okužbe z L. pneumophila pri človeku pride zaradi inhalacije z legionelo 
kontaminiranih aerosolov ali z aspiracijo vode. Znotraj pljuč bakterija okuži makrofage, ki 
se nahajajo v alveolih (Cianciotto, 2001). 
 
Protozoji, kot so amebe in ciliati so naravni gostitelji L. pneumophila. Ljudje predstavljajo 
le naključnega gostitelja, kar lahko sklepamo na podlagi zelo redkih prenosov okužbe med 
njimi. Gostiteljske celice legionelam zagotavljajo hranila, nišo za razmnoževanje, pomoč 
pri razširjanju in zaščito pred neugodnimi okoljskimi vplivi. Znotrajcelični del 
življenjskega kroga legionel je pri protozojih in človeških makrofagih zelo podoben (Oliva 
in sod., 2018).  
 
Legionela v gostiteljsko celico vstopi s fagocitozo ali z mehanizmom imenovanim 
»coiling« fagocitoza. Na splošno pri fagocitozi bakterijskih celic sodelujeta C3 in C3bi 
komponenti komplementa, ki opsonizirata bakterijsko celico z vezavo na površinske 
proteine MOMP, kar povzroči celično lizo. Pri virulentnih sevih L. pneumophila do lize ne 
pride. Legionele se vežejo na komplementne receptorje CR1 in CR3 na makrofagu, kar 
povzroči fagocitozo (Steinert in sod., 2002). Drug mehanizem vstopa predstavlja »Coiling« 
fagocitoza, ki za vstop bakterijske celice uporablja aktinski citoskelet gostitelja 
(Cianciotto, 2001). 
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Za uspešno infekcijo gostiteljske celice je potreben Dot/Icm sekrecijski sitem, ki je 
odgovoren za sekrecijo okrog 300 efektorskih proteinov (Oliva in sod., 2018). Za vstop 
bakterije v gostiteljsko celico so potrebni flageli, pili, MOMP, stresni proteini, protein Mip 
in drugi proteini zunanje membrane, ki omogočajo adherenco in fagocitozo bakterije 
(Cunha in sod., 2016). 
Bakterija po vstopu modulira gostiteljev obrambni odziv, se izmakne lizosomski razgradnji 
in ustvari vakuolo, v kateri se nemoteno razmnožuje. Takšno vakuolo imenujemo legionela 
– vsebujoča vakuola (LCV; ang. Legionella-containing vacuole). Štiri ure po fagocitozi, se 
iz zrnatega endoplazmatskega retikuluma pomaknejo proti LCV vezikli, ki so bogati z 
lipidi in proteini (Oliva in sod., 2018). V okolici LCV se akumulirajo tudi mitohondriji in 
ribosomi (Fields in sod.,2002). Hkrati vakuola leginelo ščiti pred prepoznavo celičnega 
imunskega sistema (Xu in Luo, 2013). 
 
LCV predstavlja ugodno in s hranili bogato okolje v katerem se lahko bakterija 
razmnožuje. Za uspešno razmnoževanje znotraj makrofagov, je potrebna zadostna količina 
železa in timidina (Cianciotto, 2001). V življenjskem krogu se pri ugodnih pogojih 
legionela pojavi v replikativni obliki, kar pomeni da so bakterijske celice oblike tankih 
bacilov, negibljive in z nagubano celično steno. Med tem metabolno aktivnim časom, 
virulentne in citotoksične lastnosti niso izražene (Oliva in sod., 2018). 
 
Posledica namnožitve bakterij je znatno znižanje količine hranil. Zaradi neugodnih razmer 
legionele preidejo iz replikativne v transmisivno obliko (MIF, ang. mature intracellular 
form). Pri spremembi iz ene oblike v drugo pride do fizioloških, morfoloških in metabolnih 
sprememb. V transmisivni fazi so bakterije oblike krajših bacilov, imajo vključke s poli-3-
hidroksibutiratom (PHB) in debelejšo, gladko celično steno. Izražajo tudi virulentne 
dejavnike, ki so pomembni za izstop iz gostiteljske celice in življenje v zunajceličnem 
okolju (Oliva in sod., 2018) . Sproščene celice fagocitirajo sosednji makrofagi in 
življenjski krog legionel se ponovi (Carroll in sod., 2016). Po vstopu v novo gostiteljsko 
celico, se bakterija ponovno preobrazi v replikativno obliko (Oliva in sod., 2018). 
 
L. pneumophila z dvofazno ekspresijsko potjo zniža porabo energije. Ko so pogoji ugodni 
za razmnoževanje, se virulentni dejavniki ne izražajo. Prehod med replikativno in 
transmisivno obliko je mogoče opaziti pri bakterijah tudi med eksponentno in stacionarno 
fazo v umetnem gojišču. Ekspresija virulentnih dejavnikov je odvisna od bakterijske rastne 
faze in dostopnosti hranil. Omenjen mehanizem se med različnimi sevi L. pneumophila 
bistveno ne razlikuje. Način prehajanja med fazami pa se lahko razlikuje med vrstami, na 
primer pri bakteriji L. longbeachae je prehod med fazama manj izrazit in pogojen s 
sekundarnimi metaboliti (Oliva in sod., 2018). 
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Življenjski krog in morfološke oblike bakterije L. pneumophila (Slika 4) (Oliva in sod., 
2018):  
1.) legionela se pritrdi in vstopi v gostiteljsko celico s fagocitozo,  
2.) po vstopu v celico bakterija prepreči zlitje fagosoma z lizosomom, oblikuje se LCV 
znotraj katere se prične pomnoževati (replikativna oblika), 
3.) pomanjkanje hranil pri legioneli sproži spremembo iz replikativne v transmisivno 
obliko,  
4.) bakterije zapustijo LCV in se sprostijo v okolje, 
5.) prostoživeče bakterije lahko pričnejo novi življenjski krog z okužbo nove 
gostiteljske celice ali ostanejo v zunajceličnem okolju v planktonski obliki,  
6.) prostoživeče legionele lahko v naravnih in umetnih habitatih tvorijo biofilm, 
7.) dvofazni življenjski krog legionel z replikativno in transmisivno obliko je prisoten 
tudi v eksponentni in stacionarni fazi rasti v umetnem gojišču. 
 
 
Slika 4: Prikaz življenjskega kroga in morfoloških oblik bakterije L. pneumophila (prirejeno po Oliva in sod., 
2018). 
 
2.4 ODZIV GOSTITELJA NA OKUŽBO  
 
Legionele so znotrajcelične bakterije, ki so zaradi načina parazitiranja zaščitene pred 
humoralno imunostjo gostitelja. Ob okužbi je gostiteljev odziv aktiviran z vnetnimi 
citokini, ki jih v okolico sproščajo okuženi makrofagi. Za uspešno odstranitev legionel je 
potrebna celično posredovana imunost s citotoksičnimi limfociti T. Prisotnost interferona 
gama (-IFN) aktivira makrofage, tako da ti postanejo nedostopni za parazite. Kljub temu, 
da velja celična imunost za ključno pri obrambi pred znotrajceličnimi mikroorganizmi, 
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pride ob okužbi tudi do protitelesnega imunskega odziva. Protitelesa se v krvi bolnika 
pojavijo približno osem dni po pojavu kliničnih znakov. Z opsonizacijo bakterije lahko 
protitelesa spodbudijo fagocitozo makrofagov, vendar ne preprečijo njenega 
znotrajceličnega razmnoževanja (Neild in Roy, 2004). Kadar imunski odziv ni zadosten, na 
primer pri imunsko oslabelih bolnikih, se legionele nemoteno razmnožujejo in nadaljujejo 
s svojim življenjskim ciklom (Cianciotto, 2001). Pri regulaciji imunskega odziva ter 
odstranitvi okužene celice ima ključen pomen tudi apoptoza okuženih celic. Odstranitev 
niše za razmnoževanje predstavlja eno od strategij, ki jih okužene celice uberejo proti 
znotrajceličnim mikroorganizmom. Tekom evolucije so bakterije zato razvile mehanizme 
zaviranja apoptoze, ki jim omogočajo preživetje in nemoten zaključek znotrajceličnega 
življenjskega kroga (Xu in Luo, 2013). 
 
2.5 KLINIČNA SLIKA 
 
Legionarsko bolezen uvrščamo med atipične pljučnice. Inkubacijska doba traja približno 
od 2 do 14 dni. Bolezen se lahko kaže v širokem razponu simptomov in sicer od blage 
bolezni in vse do resne pljučnice, ki zahteva zdravstveno oskrbo. Okrevanje po bolezni je 
lahko upočasnjeno, spremlja ga utrujenost (Cunha in sod., 2016). Dejavniki, ki vplivajo na 
razvoj legionarske bolezni so kronična obstruktivna pljučna bolezen (KOPB), kajenje, 
starost nad 50 let, zdravljenje z glukokortikosteroidi, kemoterapija pri bolnikih s 
hematološkimi malignimi obolenji, srpasto-celična anemija, tumorji in terapija z anti-
tumorskimi nekrotizirajočimi -zaviralci (Cunha in sod., 2016). 
 
Pontiaška vročica je druga oblika legioneloze, ki poteka brez prisotnosti pljučnice. Njen 
potek je podoben gripi. Protimikrobno zdravljenje v večini primerov ni potrebno (Cunha in 
sod., 2016). 
 
2.6 ZDRAVLJENJE  
 
Legionarsko bolezen zdravimo z antibiotiki. Ker je legionela znotrajcelični 
mikroorganizem, potrebujemo za učinkovito zdravljenje antibiotike, ki prehajajo v celico 
in so aktivni znotraj nje (Cunha in sod., 2016). Učinkoviti antibiotiki pri zdravljenju 
legioneloze so makrolidi, tetraciklini in fluorokinoloni (Tomažič in sod., 2014). 
Betalaktamski in aminoglikozidni antibiotiki za zdravljenje legioneloz niso primerni 
(Cunha in sod., 2016).  
 
2.7 EPIDEMIOLOGIJA  
 
Pojavnost legionarske bolezni se nadzoruje v Evropi, Ameriki, Kanadi, na Novi Zelandiji, 
v Avstraliji, na Japonskem in v Singapurju. Legionarsko bolezen po svetu najpogosteje 
povzroča vrsta L. pneumophila, natančneje L. pneumophila sg. 1, ki je odgovorna za 
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večino primerov bolezni. V Avstraliji in na Novi Zelandiji so pogostejše okužbe z vrsto L. 
longbeachae, ki v Evropi in drugih delih sveta ne povzroča okužb v takšnem obsegu (Phin 
in sod., 2014). Točna incidenca legionarske bolezni v svetu ni poznana zaradi razlik pri 
spremljanju in prijavljanju bolezni ter razlik v diagnostičnih metodah. Z leti se prijavna 
stopnja okužb z bakterijo Legionella po svetu veča. Legionarska bolezen bi naj 
predstavljala od 2 % do 9 % pljučnic, pridobljenih v domačem okolju. (Cunha in sod., 
2016). Razdelitev po starosti in spolu je med državami podobna. V večini primerov zbolijo 
moški. Razmerje moški proti ženskam je 1,4 do 4,3 : 1. Najpogosteje zbolijo starejši ljudje, 
kar 74 – 91 % obolelih je starih nad 50 let. Le redko zbolijo otroci (Phin in sod., 2014).  
 
V Evropi se legioneloza spremlja in nadzoruje od leta 1995 (Phin in sod., 2014). Leta 2017 
je bilo v 30 državah na območju Evrope prijavljenih 9.238 primerov legionarske bolezni. 
Od tega je bilo potrjenih 93 % primerov. Leta 2013 je bila obolevnost z legionarsko 
boleznijo enaka 1,2 primera na 100.000 prebivalcev in se je do leta 2017 povečala na 1,8 
primerov na 100.000 prebivalcev. V primerjavi z letom 2016, je leta 2017 število 
prijavljenih primerov naraslo za 30 %. Izid bolezni je bil poznan pri 6.976 bolnikih. Od 
tega se je 8 % okužb končalo s smrtnim izidom. Največje število primerov je bilo 
zabeleženih v štirih državah, in sicer v Franciji, Nemčiji, Italiji in Španiji. Na njihovem 
območju je bilo zabeleženih kar 68 % vseh prijavljenih okužb, čeprav njihova skupna 
populacija predstavlja približno 50 % preučevane populacije na območju Evrope (ECDC, 
2019).  
 
V Sloveniji je bila leta 2017 letna stopnja obolevnosti z legionarsko boleznijo 5,7 primera 
na 100.000 prebivalcev, kar jo je glede incidenčne stopnje uvrstilo v sam vrh evropskih 
držav. Zelo visoko incidenco so imeli tudi v Italiji, na Danskem in na Nizozemskem. Pri 13 
državah je bila stopnja obolevnosti na 100.000 prebivalcev nižja od 1,0 primera. Med te 
države sodita tudi Hrvaška z incidenco 0,8 in Madžarska s stopnjo 0,6. V Avstriji je bila 
stopnja obolevnosti 2,5 primera na 100.000 prebivalcev (Slika 5) (ECDC, 2019). 
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Slika 5: Zemljevid s prikazom stopnje obolevnosti z legionarsko boleznijo na 100 000 prebivalcev, po 
posameznih državah na območju Evrope za leto 2017 (ECDC, 2019). 
 
Legionarska bolezen je sezonska bolezen, saj se najpogosteje pojavlja pozno poleti in 
jeseni. Študije na tem področju so pokazale, da je pojavnost legioneloz povezana z 
vremenom, višjimi temperaturami in povišano relativno vlažnostjo (Phin in sod., 2014). V 
letu 2017 je bilo 58 % vseh primerov zabeleženih v obdobju med junijem in oktobrom. 
Podobna porazdelitev legionarske bolezni po mesecih velja tudi za prejšnja leta (Slika 6) 
(ECDC, 2019).  
 
 
 
Slika 6: Graf porazdelitve legionarske bolezni po mesecih za leto 2017 (v primerjavi z obdobjem med 2013 
in 2016) na področju Evrope (ECDC, 2019). 
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Bolniki, stari 45 let ali starejši so predstavljali 91 % bolnikov z legionarsko boleznijo 
(Slika 7). Okužbe pri otrocih so bile redke. Razmerje med moškimi in ženskami je bilo 2,4 
: 1. V domačem okolju se je okužilo 69 % bolnikov, 21 % v tujini in 8 % v zdravstvenih 
ustanovah (ECDC, 2019).  
 
Slika 7: Graf porazdelitve legionarske bolezni po starosti in spolu v letu 2017 (ECDC, 2019). 
Najpogosteje identificirana bakterija, ki je povzročila legionarsko bolezen je bila L. 
pneumophila sg. 1. Povzročila je 79 % s kulturo potrjenih okužb (ECDC, 2019).  
 
Bakterijo L. pneumophila sg. 1 na podlagi genotipa in fenotipa razvrščamo v podskupine. 
V Preglednici 1 je prikazana porazdelitev sekvenčnih tipov in fenotipov v bazi EWGLI. 
Preglednica prikazuje sekvenčne tipe s 30 ali več opredeljenimi fenotipi. Najpogosteje 
zastopan fenotip v bazi je ST 23 Allentown/France, ki mu sledi ST 1 Philadelphia. Helbig 
in sodelavci (2002) so v študiji porazdelitve seroloških podskupin L. pneumophila sg. 1 po 
Evropi tipizirali bakterije 1.335 primerov legionarske bolezni na območju Evrope. V 
serološko skupino 1 se je uvrstilo 78,5 % sevov. Prevladovali so MAb 3/1 pozitivni podtipi 
(66,8%), ki jih razvrščamo v podskupine Knoxville, Philadelphia, Benidorm in 
Allentown/France. Število MAb 3/1 negativnih sevov je bilo v primerjavi z mediteranskimi 
državami in Združenim kraljestvom nekoliko višje kot v skandinavskih državah. Največ 
bakterij se je uvrstilo v monolonski podtip Philadelphia, prisoten pri 22 % sevov (Helbig in 
sod., 2002). 
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Preglednica 1: Razporeditev fenotipov po sekvenčnih tipih v bazi EWGLI.  
ST/ 
Fenotip 
Knoxville Philadelphia Benidorm Allentown/ 
France 
Oxford 
/OLDA 
Bellingham Camperdown Philadelphia/ 
Allentown 
NA 
1 3 224 3 20 171 0 0 1 130 
20 107 1 0 1 0 0 1 0 15 
23 12 56 2 483 4 0 0 4 71 
37 3 84 0 2 1 0 0 0 42 
62 97 26 11 107 0 0 0 0 60 
82 3 0 0 100 0 0 0 0 19 
109 0 4 0 24 0 0 0 0 11 
146 71 50 0 3 1 0 0 0 13 
435 1 25 0 3 1 0 0 0 2 
Podatki iz preglednice so bili zbrani iz baze sekvenčnih tipov EWGLI, do 26.6.2018. Krepko so označeni 
prevladujoči fenotipi. NA – ni podatka o fenotipu. 
 
2.8 PREPREČEVANJE ŠIRJENJA LEGIONEL  
 
V pitni vodi so normalno prisotni mikroorganizmi, ki pri ljudeh običajno ne povzročajo 
okužb. Nekatere bakterije iz rodov Legionella, Pseudomonas, Acinetobacter in druge lahko 
predvsem pri imunsko oslabelih ljudeh povzročajo bolezni. Ker lahko nizke koncentracije 
bakterij vstopijo v vodovodni sistem preko različnih distribucijskih in shranjevalnih 
sistemov, so za preprečevanje njihovega razmnoževanja potrebni preventivni ukrepi. 
Takšni ukrepi omogočijo varno pitno in sanitarno vodo tudi najranljivejšim skupinam v 
populaciji (WHO, 2007).  
 
Vzroki in ugodni pogoji za razmnoževanje legionel so (NIJZ, 2018): 
- prisotnost hranil (organskih snovi in železa) v vodi, 
- prisotnost biofilmov in drugih mikroorganizmov, 
- temperatura vode v vodovodnem sistemu med 20 °C in 50 °C, 
- področja zastajanja vode, počasni pretok, motnje v oskrbi z vodo, 
- zastareli vodovodni sistem in nekontrolirani posegi in 
- prenizka vsebnost dezinfekcijskih sredstev kjer je to potrebno. 
 
2.9 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA  
 
Okužbe z bakterijo L. pneumophila dokazujemo z neposrednimi in posrednimi 
laboratorijskimi metodami. Med neposredne metode uvrščamo izolacijo mikrobiološke 
kulture, dokaz legionelnega antigena v urinu in molekularne teste. Med posredne metode 
uvrščamo dokaz protiteles s testom posredne imunofluorescence (IIF, ang. indirect 
immunofluorescence) (Diederen, 2008). Bakterije iz rodu Legionella so pri barvanju 
preparatov po Gramu zelo težko vidne, zato se metoda v diagnostiki ne uporablja (Burillo 
in sod., 2017).  
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2.9.1 Kužnina 
 
Primerne kužnine za laboratorijsko diagnostiko legionarske bolezni so: sputum, izpirek 
bronha, bronhoalveolarni izpirek (BAL), plevralna tekočina, pljučno tkivo, urin in kri oz. 
serum (Carroll in sod., 2016). Vzorci za laboratorijsko diagnostiko morajo biti odvzeti v 
akutni fazi infekcije in čim hitreje transportirani v laboratorij. Priporočljivo je, da je 
kužnina odvzeta še pred pričetkom protimikrobne terapije (Burillo in sod., 2017). 
 
2.9.2 Osamitev bakterije 
 
Kultivacija in osamitev bakterije na mikrobiološkem gojišču ostaja zlati standard v 
diagnostiki legionarske bolezni. Z mikrobiološko kulturo lahko identificiramo vse vrste in 
serološke skupine legionel, ki so zmožne rasti na umetnih gojiščih. Gojišče primerno za 
izolacijo legionel je BCYE (BCYE; ang. Buffered choral yeast exstract) (Pierre in sod., 
2017). Za uspešno izolacijo mora gojišče vsebovati L-cistein, železo in -ketoglutarat. 
Legionele, ki ne rastejo na BCYE agarju z -ketoglutaratom lahko kultiviramo s kokulturo 
Acanthamoeba spp. (Burillo in sod., 2017). 
 
V respiratornih kužninah so prisotne tudi druge bakterijske vrste, ki jih je pri kultivaciji 
legionel potrebno inhibirati. Za inhibicijo rasti respiratorne mikrobiote je priporočljiva 
predhodna obdelava kužnine s kislino ali s toplotnim šokom. Za predhodno obdelavo 
kužnine se uporablja raztopina klorovodikove kisline ali raztopina kalijevega klorida (pH 
2,2) (Burillo in sod., 2017). 
 
Rezultate kultivacije dobimo po dveh tednih inkubacije. Pozitivni rezultati so lahko 
prisotni že po 3 do 5 dneh. Kultivacija je primerna metoda za izolacijo različnih vrst, 
seroloških skupin tako iz kužnin kot iz okolja. Občutljivost metode je odvisna od kužnine 
in vrste bakterije. Specifičnost se giblje okrog 100 %. Slabost metode je njena 
dolgotrajnost in zahtevnost postopka. Težavo prestavlja tudi pridobitev kužnine iz spodnjih 
dihal, saj imajo bolniki z atipičnimi pljučnicami v večini primerov suh kašelj brez sputuma 
(Pierre in sod., 2017). 
 
Potrditev in identifikacijo bakterij izvedemo s testom imunofluorescence z monoklonskimi 
protitelesi, z molekularnimi testi ali z ionizacijo v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI 
– TOF MS; ang. assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry). 
Mikrobiološka kultura je pomembna tudi za epidemiološke študije, saj omogoča tipizacijo 
in testiranje občutljivosti za antibiotike (Dunne in sod., 2017).  
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2.9.3 Dokaz legionelnega antigena v urinu 
 
L. pneumophila sg. 1 je odgovorna za 90 % vseh primerov legionarske bolezni. Urinski 
antigenski test prepozna lipopolisaharid L. pneumophila sg. 1 in predstavlja prvi izbor med 
metodami diagnostike (Dunne in sod., 2017). 
 
Urinski antigenski test deluje na podlagi monoklonskih protiteles, ki so usmerjena proti 
površinskim antigenom legionel (Pierre in sod., 2017). Monoklonska protitelesa se vežejo 
na lipopolisaharidne komponente legionelne celične stene (Burillo et al., 2017). Test je 
primeren predvsem za odkrivanje okužb z L. pneumophilla sg. 1 z MAb 3/1 pozitivnim 
podtipom. Slabše zaznava prisotnost drugih seroloških skupin in vrst (Pierre in sod., 2017). 
 
Legionelni antigen v urinu lahko pri bolnikih zaznamo že po 48 do 72 urah od pojava 
kliničnih znakov. Bolniki lahko v urin izločajo legionelni antigen tudi nekaj tednov ali 
mesecev po preboleli okužbi (Burillo in sod., 2017). V uporabi so encimski imunski testi 
(ELISA) in hitri testi ICH (Dunne in sod., 2017). 
 
Občutljivost testov je od 69 % do 100 % specifičnost pa od 99 % do 100 % (Pierre in sod., 
2017). Občutljivost testov sovpada z resnostjo okužbe in je nižja pri bolnikih z bolnišnično 
pridobljeno okužbo ter pri imunsko oslabelih bolnikih. Pri teh je možnost za okužbo z 
MAb 3/1 negativnim podtipom ali drugo vrsto višja (Burillo in sod., 2017). Približno 8 % 
bolnikov z legionarsko boleznijo legionelnega antigena v urinu ne izloča (Pierre in sod., 
2017).  
 
Prednost urinskega antigenskega testa, je njegova hitrost. Rezultate lahko pridobimo že v 
nekaj minutah. Test je ponovljiv, enostaven za uporabo in odvzem kužnine je neboleč 
(Pierre in sod., 2017). Slabost testa pa je, da slabše prepoznava okužbe z MAb 3/1 
negativnim podtipom in ne prepozna okužb z drugimi vrstami legionel. V takšnih primerih 
je potreben dokaz okužbe z mikrobiološko kulturo ali s PCR (Dunne in sod., 2017).  
 
2.9.4 Dokaz specifičnega legionelnega antigena 
 
Pri direktni imunofluorescenci (DIF/DFA) z vezavo monoklonskih protiletes z antigeni 
dokažemo prisotnost legionel v kužnini. Za L. pneumophilla sg. 1 je občutljivost metode 
70 % in specifičnost 99 %. Dokaz specifičnega legionelnega antigena uporabljamo kot 
potrditveni test po izolaciji legionel s kulturo (Pierre in sod., 2017). 
 
Občutljivost fluorescenčne mikroskopije je nižja, zato se opušča v diagnostiki. Rezultat je 
odvisen od kvalitete barvanja, usposobljenosti oseb, ki opravljajo test in od števila bakterij 
v vzorcu. Problem predstavlja tudi navzkrižna reaktivnost z mikroorganizmi drugih rodov 
(Burillo in sod., 2017).  
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2.9.5 Molekularna diagnostika 
 
Molekularni testi izboljšujejo diagnostiko, saj omogočajo zaznavanje okužb tudi z L. 
pneumophila sg. 2-15 in drugih vrst legionel. S PCR lahko zaznamo tudi legionele, ki jih ni 
mogoče izolirati (Burillo et al., 2017). Molekularna testa, ki ju uporabljamo v diagnostiki, 
sta PCR in in-situ hibridizacija. Komercialno dosegljivi testi za kužnine respiratornega 
trakta imajo občutljivost od 17 %do 100 % in specifičnost od 95 % do 100 %. Sonde, ki jih 
uporabljamo pri testiranju v večini primerov ne razlikujejo med vrstami in serološkimi 
skupinami legionel. Rezultate testiranja pridobimo v nekaj urah. Dostopni so tudi testi za 
okoljske vzorce (Pierre in sod., 2017).  
 
Uporabimo lahko tudi metodo LAMP (angl. Loop-medated isothermal amplification), ki je 
v primerjavi s PCR hitrejša in enostavnejša za uporabo. Specifičnost in občutljivost za rod 
Legionella je 93 % in 100 %, za vrsto L. pneumophilla pa 91 % in 100 %. Metoda LAMP 
je v primerjavi s PCR cenejša. Ne potrebuje predhodne ekstrakcije DNA in opreme za 
toplotno pomnoževanje, ker reakcija poteka v izotermalnih pogojih (Pierre in sod., 2017).  
 
Test PCR in sekvenciranje omogočata pridobitev podatkov za epidemiološke študije. PCR 
v realnem času omogoča kvantifikacijo oz. določitev bakterijskega bremena. Slabost 
molekularnih metod je, da niso zmožne ločevanja med živimi in mrtvimi bakterijskimi 
celicami (Dunne in sod., 2017). 
 
2.9.6 Dokaz specifičnih protiteles 
 
Serološke metode so slabše občutljive. Prisotnost protiteles lahko v bolnikovi krvi 
potrdimo približno teden dni po pričetku kliničnih znakov. Visok titer protiteles v serumu 
še ne potrjuje okužbe. Protitelesa so lahko v krvi bolnika prisotna od že prebolele okužbe z 
legionelo. Prav tako je lahko test pozitiven zaradi navzkrižne reaktivnosti protiteles. Zato 
je potrebno testiranje parnih serumov, kjer s serokonverzijo protiteles dokažemo okužbo. 
Serum odvzamemo v akutni fazi bolezni in po 4 do 8 tednih. Običajno pri večini bolnikov 
z legionarsko boleznijo pride do serokonverzije po treh tednih. Serološke metode niso 
primerne za bolnike z oslabljenim imunskim sistemom, saj pri njih ne pride oz. pride do 
zmanjšane tvorbe protiteles (Burillo in sod., 2017). Metoda je zaradi potrebe po parnem 
serumu časovno zelo zamudna in ima manjši diagnostični pomen (Dunne in sod., 2017).  
 
Direktna imunofluorescenca in lateksna aglutinacija se lahko uporabljata za identifikacijo 
bakterij v kulturi, vendar se ju danes nadomešča s testoma MALDI-TOF in PCR (Dunne in 
sod., 2017). 
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2.9.7 Diagnoza 
 
Legioneloza lahko poteka v obliki atipične pljučnice in jo imenujemo Legionarska bolezen, 
ali v milejši vročinski obliki, pontiaški vročici. Bolnik ima potrjeno legionarsko bolezen, 
kadar izpolnjuje naslednje kriterije: ima radiološko dokazano pljučnico in ali osamljeno 
legionelo iz kužnine dihal ali pozitiven urinski antigenski test za bakterijo L. pneumophila 
ali serokonverzijo ali vsaj štirikraten porast titra protieles za L. pneumophila sg. 1 
(Tomažič, in sod., 2014). 
 
O verjetnem primeru legionarske bolezni govorimo, kadar ima bolnik radiološko dokazano 
pljučnico in ali serokonverzijo ali vsaj štirikraten porast titra protieles za L. pneumophila, 
ki ne sodi v serološko skupino 1 ali enkraten visok titer protiteles proti L. pneumophila sg. 
1 ali prisotnost specifičnega legionelnega antigena v izločku dihal ali prisotno legionelno 
nukleinsko kislino dokazano z reakcijo PCR (Tomažič, in sod., 2014). 
 
2.10 TIPIZACIJA 
 
Za epidemiološki nadzor širjenja bolezni je potreben hiter in zanesljiv način razlikovanja 
med sorodnimi bakterijskimi izolati. Bakterijska epidemiološka tipizacija nam omogoča 
pridobitev za izolat specifičnih genotipskih in fenotipskih lastnosti, ki se lahko uporabijo 
za razjasnitev izvora in poteka širjenja bakterije (Burillo in sod., 2017). Tipizacijo 
uporabljamo tako za klinične kot za okoljske raziskave. Uporabljamo jo pri nadzoru 
nalezljivih bolezni, preiskavi izbruhov nalezljivih bolezni, študijah patogenosti in poteka 
infekcij in raziskavah bakterijske populacijske genetike (van Belkum in sod., 2007). 
 
Nadzor nalezljivih bolezni vključuje sistematično zbiranje, analizo in interpretacijo 
epidemioloških podatkov s katerimi zaznamo klastre patogenih mikroorganizmov 
podobnega tipa. Njihova prisotnost nas lahko opozori na potencialno možnost izbruha 
bolezni, ki jo bakterija povzroča. Poznavanje seva, odgovornega za večje število okužb, 
nam omogoča določitev poti prenosa in njegov izvor (Diederen, 2008). 
 
Metode tipizacije razkrivajo tudi kako pogosto so bakterijski genomi podvrženi 
horizontalnim genskim transferjem. S tem lahko predvidimo tudi vpliv na pojavnost 
klinično pomembnih sevov, njihove virulence in rezistence na zdravila (Diederen, 2008).  
 
Tipizacijo delimo na fenotipizacijo in genotipizacijo. Metode fenotipizacije razvrščajo 
bakterije na osnovi fizičnih ali biokemijskih lastnosti, ki so odraz tako genetskih 
predispozicij kot vpliva okolja. Metode genotipizacije pa temeljijo na molekularnih 
tehnikah in bakterije razvrščajo v podskupine glede na nukleotidno zaporedje specifičnih 
odsekov nukleinske kisline (van Belkum in sod., 2007).  
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2.10.1 Metode fenotipizacije 
 
Večina metod fenotipizacije je bila razvita za potrditev in obrazložitev lokalnih izbruhov 
infekcijskih bolezni. Fenotipizacija lahko vključuje opis makroskopsih lastnosti kot so 
morfologija bakterijskih kolonij, barva, vonj, vendar večina metod fenotipizacije temelji na 
postopkih, ki določajo prisotnost specifičnih substanc (metabolitov, bakterijskih toksinov) 
ali ekspresiji specifičnih molekul (površinski antigeni). Med metode fenotipizacije sodijo: 
serotipizacija, biotipizacija, tipizacija na osnovi antibiograma, tipizacija z bakteriofagi, 
poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE; 
ang. lauryl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis) celičnih komponent, multilokusna 
encimska elektroforeza, masna spektroskopija in druge (van Belkum in sod., 2007). 
 
Helbig in sod. so leta 1995 odkrili, da obstajajo razlike v virulenci različnih vrst legionel. 
Znotraj L. pneumophila sg. 1 imajo posamezni sevi nekatere skupne epitope (WHO, 2007). 
Legionele fenotipsko razlikujemo z metodo serotipizacije z monoklonskimi protitelesi. Ta 
vrsta tipizacije temelji na neposredni imunofluorescenci z uporabo monoklonskih protiteles 
(DIF; ang. direct immunofluorescence) dresdenskega panela, ki so usmerjena proti 
lipopolisaharidnim epitopom bakterijske celične stene (Cunha in sod., 2016). Za 
serotipizacijo vseh seroloških skupin L. pneumophila potrebujemo 21 monoklonskih 
protiteles, ki so lahko med seboj tudi navzkrižno reaktivna. Najpogostejša serološka 
skupina, ki povzroča največje število okužb, je L. pneumophila sg. 1. Znotraj L. 
pneumophila sg. 1 delimo bakterije v dve skupini na podlagi protiteles MAb 3/1. MAb 3/1 
pozitivne seve uvrščamo v pontiaško podskupino in MAb 3/1 negativne seve v nepontiaško 
skupino (Diederen, 2008). Podskupine v katere razvrščamo bakterije L. pneumophila sg. 1 
so: Knoxville, Philadelphia, Benidorm, Allentown, France, OLDA, Oxford, Bellingham, 
Heysham in Camperdown (Helbig in sod., 2002). 
 
Tipizacija s protitelesi se lahko uporabi tudi za direktno določitev podtipa urinskega 
antigena v urinskih vzorcih, vendar test zaradi slabe občutljivosti ni v splošni uporabi 
(Helbig in sod., 2012).  
 
Druge metode fenotipizacije, kot so ribotipizacija, fagna tipizacija, MLEE idr., se v 
raziskavah okužb z legionarsko boleznijo ne uporabljajo. 
 
2.10.2 Metode genotipizacije 
 
Zaradi slabe občutljivosti, navzkrižne reaktivnosti, potrebne izolacije in časovne 
zamudnosti fenotipizacijo nadomeščajo metode genotipizacije. Fenotip ne odraža nujno 
bakterijskega genotipa, zato pri mnogih bakterijskih vrstah na podlagi fenotipa ne moremo 
sklepati o zgodovini evolucije in direktni povezavi med stopnjo izmenjave genetskega 
materiala (van Belkum in sod., 2007). Najpogosteje uporabljene metode genotipizacije so: 
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gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (PFGE), polimorfizem dolžin 
pomnoženih fragmentov (AFLP), tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST), 
sekvenčna analiza (SBT) in sekvenciranje celotnega zaporedja genoma (WGS) (David in 
sod., 2016). 
 
Sekvenčna analiza (SBT) je zlati standard za genotipizacijo bakterije L. pneumophila, ki jo 
je razvila Evropska skupina za nadzor legionarske bolezni. Do danes je bilo pri okoljskih 
in kliničnih sevih odkriti že več kot 2000 sekvenčnih tipov (ST) (David in sod., 2016). 
 
Pri SBT uporabljamo zaporedja kombinacije sedmih hišnih in virulenčnih genov: flaA, 
pilE, asd, mip, mompS, proA in neuA, s katerimi bakterijo razvrstimo v sekvenčne tipe 
(Ratzow in sod., 2007). Pri analizi izolirano genomsko DNA pomnožimo z začetniki, ki 
nalegajo sedem omenjenih genov. Dobljene pomnožke nato sekvenciramo. Zaporedje, ki 
ga dobimo s sekvenciranjem pa primerjamo z zaporedji v bazi podatkov, kjer jim 
pripišemo tudi sekvenčni tip. Pri nekaterih sevih L. pneumophila, ki niso iz sg. 1 je zaradi 
odsotne tarče neuA potrebno uporabiti neuA homolog (neuAh) (ESGLI, 2012). Rezultat 
analize podamo z alelnim profilom, ki odgovarja ST, na primer L. pneumophila ST 1 ima 
alelni profil 1,4,3,1,1,1,1 (Ratzow in sod., 2007). Izolacija bakterije iz kužnine ni potrebna, 
kar je za analizo zelo velika prednost. Prednost sekvenčne analize je tudi lahka izmenjava 
podatkov med laboratoriji (David in sod., 2016). 
 
Gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (PFGE) je laboratorijska tehnika pri 
kateri izolirano DNA na gelski elektroforezi ločimo s pomočjo pulzirajočega električnega 
polja. V polju se DNA fragmenti ločijo glede na velikost in ustvarijo za bakterijo značilen 
DNA prstni odtis. PFGE se od konvencionalne elektroforeze loči po tem, da lahko s 
pulzirajočim električnim poljem med seboj loči zelo velike DNA fragmente. DNA prstni 
odtis nato primerjamo z že znanimi odtisi v bazi podatkov (CDC, 2016a).   
 
Polimorfizem dolžin pomnoženih fragmentov (AFLP) je metoda, ki temelji na razrezu 
genomske DNA z enim ali dvema restrikcijskima encimoma. Razrezane fragmente nato 
selektivno pomnožimo s PCR in nastale produkte ločimo na elektroforeznem agaroznem 
gelu. Lise, ki nastanejo na agaroznem gelu, nam omogočijo razlikovanje med sevi. 
(Madigan in sod., 2012). Začetnike lahko označimo tudi s florescentnimi oznakami, kar 
nam omogoči lažjo detekcijo PCR produktov (Fields in sod., 2002).  
 
Tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) je metoda, ki temelji na 
sekvenciranju več hišnih genov organizma. Sevu, ki ga proučujemo nato na podlagi 
nukleotidnega zaporedja preučevanih sekvenc dodelimo zaporedje številk. Številke 
odražajo njegov alelni profil oz. multilokusni sekvenčni tip seva. Če imata dva seva enak 
alelni profil, ju po tej metodi opredelimo kot isti sev. (Madigan in sod., 2012) 
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Sekvenciranje celotnega zaporedja genoma (WGS) predstavlja novejšo molekularno 
analizo, ki sodi med tehnike tipizacije z zelo visoko ločljivostjo. WGS uporablja 
restrikcijsko mapo celotnega bakterijskega genoma, s katero omogoči razlikovanje med 
posameznimi sevi (Bosch in sod., 2015). Po razrezu genomske DNA so kratki fragmenti 
pomnoženi s PCR in sekvencirani. S pomočjo računalniškega programa sekvence 
sestavimo in primerjamo med sevi (CDC, 2016b). Tehnologije sekvenciranja naslednje 
generacije so v zadnjih letih postale cenejše. Zaradi tega je WGS postal dostopnejši tudi za 
diagnostične laboratorije (David in sod., 2016). 
 
Vse omenjene metode tipizacije morajo biti ponovljive, neodvisne od izvajalca, časa in 
prostora. Dobre metode tipizacije imajo stabilne markerje, ki se po shranjevanju ali 
subkultivaciji bakterije ne spremenijo. Lastnosti seva morajo ostati enake kot po prvi 
izolaciji. Zmožne morajo biti tipizacije vseh sevov proučevane vrste. Imeti morajo dovolj 
veliko diskriminacijsko moč s katero razlikujejo tip dveh naključno vzorčenih sevov v 
izbrani populaciji. Za metode tipizacije je priporočljivo, da so dovolj fleksibilne, torej da 
zajamejo celoten obseg raznolikosti vrste z minimalnimi modifikacijami metode. Reagenti 
in pripomočki morajo biti lahko dostopni in metoda enostavna za izvedbo. Veliko vlogo pri 
tem ali bo metoda v uporabi ima cena, ta je odvisna od začetnega vložka pri razvoju 
metode, cene reagentov in opreme (van Belkum in sod., 2007). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Podatki o testiranju okužb z bakterijo Legionella pneumophila v obdobju od leta 
2008 do leta 2017 
 
Pri epidemiološki analizi legioneloz v osrednjeslovenski regiji smo uporabili podatke 
zbrane iz Laboratorijskega informacijskega sistema MBL, Laboratorija za diagnostiko 
okužb z atipičnimi bakterijami (KLM) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo, MF, 
Ljubljana. Podatki so bili zbrani v obdobju med letom 2008 in 2017. Pri obdelavi podatkov 
smo uporabili MBL številko vzorca, mesec in leto izvedene preiskave, vrsto preiskave, 
bolnikovo starost in spol. Vsi podatki o kužnini in bolnikih so bili anonimizirani s kodo. 
Pri primerjavi urinskega antigenskega testa (ELISA UAg) in testa PCR smo uporabili tudi 
podatke za leto 2006 in 2018. 
 
3.1.2 Meteorološki podatki 
 
Zbrali smo podatke o povprečni mesečni temperaturi iz obdobja med letom 2008 in 2017, 
ki smo jih pridobili v bazi podatkov Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO) in so 
dostopni na spletni strani: http://meteo.arso.gov.si/met/sl. Uporabili smo podatke iz 
meteorološke postaje Ljubljana Bežigrad. 
 
3.1.3 Klinični izolati in kontrolni sevi L. pneumophila sg.1 
 
V nalogi smo uporabili 68 kliničnih izolatov L. pneumophila sg.1, ki so bili zbrani med leti 
2008 in začetkom leta 2018 in shranjeni v mediju za zamrzovanje (FreezMix) ali dH2O pri 
-80 °C v Laboratoriju KLM. Uporabili smo tudi kontrolne seve z znanim fenotipom in 
sekvenčnim tipom (Preglednica 2). Kontrolne seve smo dobili kot zunanjo kontrolo od 
Evropske skupine za nadzor legionarske bolezni (EWGLI) in Nemške zbirke 
mikroorganizmov in celičnih kultur (DSMZ). 
 
Preglednica 2: Seznam kontrolnih sevov z znanim fenotipom in sekvenčnim tipom. 
Oznaka Serološka skupina Fenotip Sekvenčni tip 
SBT 42 Lpn. sg1 Benidorm ST 42 
SBT 44 Lpn. sg1 Philadelphia ST 481 
SBT 48 Lpn. sg1 Allentown/France ST 75 
SBT 53 Lpn. sg1 Oxford/Olda ST 45 
SBT 55 Lpn. sg1 Bellingham ST 48 
SBT 57 Lpn. sg1 Philadelphia ST 616 
Sev Knox (DSMZ) Lpn. sg1 Knoxville / 
SBT 43 Lpn. sg5 Dallas / 
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3.1.4 Gojišča 
 
Za namnožitev izolatov smo uporabili gojišča BCYE (BCYE, ang. Buffered Charcoal 
Yeast Extract agar) z L-cisteinom (Oxoid, Združeno kraljestvo). Gojišča so bila 
pripravljena na Oddelku za pripravo gojišč in reagentov Inštituta za mikrobiologijo in 
imunologijo, MF, UL.  
 
3.1.5 Monoklonska protitelesa 
 
V nalogi smo pri testu DIF uporabili sedem monoklonskih protiteles (IMMH, Nemčija): 
MAb Lp1, MAb 3/1, MAb 3, MAb 10/6, MAb 8/4, MAb 20/1 in MAb 26/1. Poleg 
omenjenih mišjih monoklonskih protiteles smo uporabili še kozja proti-mišja poliklonska 
protitelesa IgG (SIFIN, Nemčija) označena s FITC .  
 
3.1.6 Laboratorijska oprema in reagenti 
 
Preglednica 3: Seznam laboratorijske opreme. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Crystal spec nefelometer Becton, Dickinson and Company, ZDA 
inkubator Stuart, Združeno kraljestvo 
laboratorijski električni vibrator Tehtnica Železniki, Slovenija 
mikroskop - fluorescenčni NIKON instruments, Japonska 
stereomikroskop NIKON instruments, Japonska 
stresalnik VEB MLW PRÜFGÄTE, Nemčija 
termostatna grelna plošča Tehtnica Železniki, Slovenija 
zaščitna mikrobiološka komora MC 9-3 
100 µl nastavki za pipete 
2 ml tube z navojem 
2 – 20 µl pipete 
200 µl nastavki za pipete 
cepilne zanke 
Flourescence mounting medium pH 9,5 
IF stekelca z 10 polji 
krovna stekelca 
pipeta Pasteur 1 ml 
Yolk sac diluent 
Fosfatni pufer (PBS) 
0,08% natrijev azid v PBS 
Iskra pio d.o.o., Slovenija 
ExpellPLUS, Danska 
Starlab, ZDA 
Sartorius (Biohit), Nemčija 
Sartorius, Nemčija 
Golias, Slovenija 
Focus Diagnostics, ZDA 
Laborgerate Marienfeld, Nemčija 
Thermo Fisher Scientific, Nemčija 
Golias, Slovenija 
Focus Diagnostics, ZDA 
Oddelek za pripravo gojišč in reagentov, IMI 
Oddelek za pripravo gojišč in reagentov, IMI 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava bakterijskih izolatov 
 
Bakterijske izolate, ki so bili shranjeni pri -80 °C smo nacepili na BCYE gojišča. Iz 
zamrznjenih vzorcev smo na označena gojišča BCYE nanesli po 50 µl suspenzije bakterij 
in naredili razmaz do posameznih kolonij. Inokulirana gojišča smo inkubirali v vlažni 
komori od 48 do 72 ur, pri 37 °C (Slika 8). Kolonije smo po končani inkubaciji pregledali s 
stereomikroskopom. 
 
  
Slika 8: Rast kolonij bakterije L. pneumophila na plošči BCYE. 
 
3.2.2 Priprava bakterijske suspenzije in barvanje z MAb  
 
V epruveto smo dodali 0,08 % natrijev azid v PBS in izmerili njegovo gostoto z 
nefelometrom. Dobljen rezultat smo upoštevali kot ozadje, ki smo ga odšteli pri meritvah 
celične gostote. S cepilno zanko smo nato v epruveto z 0,08 % natrijevim azidom v PBS 
dodali bakterijsko kulturo do gostote 1 McFarland (približno 3x108 CFU/ml). Pred 
meritvijo smo vsebino epruvete dobro premešali z vorteksom.  
 
Enemu ml suspenzije smo dodali 10 µl 50 % raztopine rumenjakove vrečke in ponovno 
premešali. 
 
Na polja IF stekelc smo nanesli po 10 µl pripravljene bakterijske suspenzije. Stekelca smo 
po nanosu posušili na termostatni grelni plošči pri temperaturi med 34 °C in 37 °C. Suha 
stekelca smo nato 15 min fiksirali v acetonu. 
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Na stekelca smo nanesli po 15 µl MAb. Fenotip bakterije L. pneumophila sg. 1 smo 
določili s sedmimi različnimi protitelesi dresdenskega panela. Uporabili smo MAb Lp1, s 
katerim smo določili ali bakterija sodi v serološko skupino 1 ter protitelesa MAb 3/1, MAb 
3, MAb 10/6, MAb 8/4, MAb 20/1 in MAb 26/1. Stekelca smo inkubirali 30 min v vlažni 
komori pri 35 °C – 37 °C (Slika 10). 
 
Stekelca smo nato v banjici s pufrom PBS spirali 2-krat po 15 min na stresalniku. Med 
prvim in drugim stresanjem v banjici smo pufer zamenjali. Postopek spiranja smo 
zaključili še s spiranjem z destilirano vodo 15 min. Stekelca smo po spiranju posušili in 
nanje nanesli po 15 µl FITC konjugata proti-mišji Ig v delovni razredčini 1 : 128 z Evans 
Blue. 
 
Sledila je ponovna inkubacija 30 min v vlažni komori pri 35 °C – 37 °C in spiranje 
odvečnih sekundarnih protiteles po predhodno opisanem postopku. Stekelca smo posušili 
in dodali po eno kapljico glicerola ter jih pokrili s krovnikom (Slika 9). 
 
Stekelca smo po končanem postopku pregledali s fluorescenčnim mikroskopom. 
 
 
Slika 9: IF stekelca po končanem postopku barvanja s posameznimi protitelesi. 
 
Za pozitivno kontrolo smo uporabili bakterijske izolate iz zbirk Evropske skupine za 
nadzor legionarske bolezni (EWGLI, Združeno kraljestvo) in Nemške zbirke 
mikroorganizmov in celičnih kultur (DSMZ, Leibniz, Nemčija) z znanim fenotipom in 
genotipom. 
 
Za negativno kontrolo smo namesto monoklonskih protiteles uporabili pufer PBS, preostali 
del postopka je bil nespremenjen. 
 
3.2.3 Sekvenčna analiza (SBT) 
 
Podatki o sekvenčnih tipih so bili pridobljeni iz že opravljenih testiranj v Laboratoriju za 
diagnostiko infekcij z atipičnimi bakterijami (KLM), IMI, MF UL. Sekvenčni tipi so bili 
določeni z metodo SBT (Gaia in sod., 2005; Ratzow in sod., 2007). 
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3.2.4 Analiza rezultatov in podatkov 
 
Dobljene podatke smo analizirali in oblikovali s programom Microsoft Excel 2016 
(Microsoft, ZDA). Analizirali smo število izvedenih testov in testiranih bolnikov ter ga 
uporabili za oblikovanje grafov pri študiji kliničnih sevov, fenotipizaciji in genotipizaciji.  
Za izris minimalnih vpetih dreves smo uporabili program BioNumerics (Applied Maths 
NV, Belgija), v katerem smo izrisali minimalno vpeto drevo z izolati razvrščenimi po 
fenotipu. 
 
3.3.5 Statistična analiza rezultatov  
 
Dobljene podatke smo statistično analizirali s programom Microsoft Excel 2016 
(Microsoft, ZDA). Za izračun ujemanja urinskega antigenskega testa ELISA UAg in testa 
PCR smo uporabili program Prism 8 (GraphPad Software, ZDA). 
 
 
  
Ražman N. Fenotipska in genotipska opredelitev kliničnih izolatov bakterije Legionella pneumophila. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
29 
4 REZULTATI 
 
4.1 ŠTUDIJA PODATKOV BAKTERIJE RODU Legionella V DESETLETNEM 
OBDOBJU, OD LETA 2008 DO LETA 2017 
 
Med letom 2008 in 2017 je bilo v Laboratoriju za diagnostiko infekcij z atipičnimi 
bakterijami (KLM) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo, s testi ELISA UAg, PCR in 
IIF testiranih 16.732 vzorcev bolnikov s sumom okužbe z legionelo. Bolniki so bili v 
večini primerov obravnavani v zdravstvenih ustanovah osrednjega dela Slovenije. Kar 84,8 
% testiranih bolnikov je bilo zdravljenih v UKC Ljubljana.  
 
Pri okužbi z bakterijo L. pneumophila se lahko testira več različnih kužnin, in sicer urin, 
sputum, BAL, aspirat traheje, bris žrela in punktat jeter. Najpogostejša kužnina je bila urin. 
 
Vzorci so bili testirani z enim ali več testi. Najpogosteje je bil uporabljen urinski 
antigenski test (UAg), manj pogosto PCR in dokaz celokupnih protiteles za Legionella 
pneumophila z metodo indirektne imunofluorescence (IIF). Število izvedenih testov 
ELISA UAg od leta 2014 strmo narašča. V letu 2017 je bilo testiranih kar 1.583 bolnikov s 
sumom okužbe z legionelo. Povečalo se je tudi število PCR preiskav, leta 2008 je bil PCR 
izveden pri 146 bolnikih, v letu 2017 pa pri 248. Število IIF preiskav od leta 2009 pa strmo 
upada (Slika 10). 
 
 
Slika 10: Število testiranih bolnikov s testi ELISA UAg, PCR in IIF za dokaz okužbe z legionelo v obdobju 
od leta 2008 do 2017. 
 
Število odkritih bolnikov s potrjeno legionelozo z leti narašča. Na začetku opazovanega 
obdobja je bilo s testom ELISA UAg pozitivnih 32 bolnikov, leta 2017 pa 73.  
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Število bolnikov, pri katerih je bila okužba z legionelo dokazana s testom PCR, se med leti 
bistveno ne razlikuje in ostaja na nizki ravni (Slika 11).  
 
Dokaza protiteles L. pneumophila z IIF v nadaljnjo analizo nismo vključili. Število z IIF 
testiranih bolnikov z leti upada, zaradi težavne interpretacije rezultatov, potrebe po parnem 
serumu in manjše specifičnosti testa.  
 
 
 
Slika 11: Krivulja števila bolnikov z legionelozo testiranih s testoma ELISA UAg in PCR v obdobju od leta 
2008 do 2017. 
 
Okužbe z legionelo so se med leti 2008 do 2017 pojavljale v obdobju od začetka poletja do 
začetka jeseni. Največje povprečno število bolnikov v tem obdobju je bilo zabeleženo v 
mesecu juliju. Štirinajst bolnikov je zdravniško pomoč poiskalo v oktobru leta 2015, kar je 
največje število okužb po mesecih za posamezno leto. Najmanjše število bolnikov je bilo v 
omenjenem desetletnem obdobju odkritih v mesecu aprilu (Slika 12). 
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Slika 12: Graf povprečnega števila s testom ELISA UAg pozitivnih bolnikov v obdobju od leta 2008 do 2017 
po mesecu sprejema. 
 
Po pričakovanjih se število z legionelo okuženih bolnikov s starostjo spreminja. Število 
legioneloz je naraščalo s starostjo vse od enainštiridesetega do šestdesetega leta. Nato je 
pričelo postopoma upadati. Bolniki stari med 41 in 80 let so predstavljali 74,3 % vseh s 
testom ELISA UAg pozitivnih bolnikov. Kar 176 bolnikov je zbolelo pri starosti med 41 in 
60 letom. Trije bolniki so bili mlajši od dvajset let in prav tako trije starejši od 90 let (Slika 
13). 
 
 
Slika 13: Graf povprečnega števila s testom ELISA UAg pozitivnih bolnikov v obdobju od leta 2008 do 2017 
po starosti. 
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Razmerje med ženskami in moškimi z legionelozo je močno pomaknjeno v prid moških (1 
: 2,8), in sicer med pozitivnimi bolniki je bilo 26,1 % žensk in 73,9 % moških (Slika 14). 
Največja razlika med spoloma je bila zabeležena v letu 2008. Od skupaj 32 dokazanih 
legioneloz je bilo 91 % okužb ugotovljenih pri moških in 9 % pri ženskah. Najmanjša 
razlika je bila zabeležena v letu 2016 (61 % pri moških in 49 % pri ženskah).  
 
 
Slika 14: Diagram zastopanosti bolnikov s pozitivnim testom ELISA UAg po spolu, v obdobju od leta 2008 
do 2017. 
 
 
Slika 15: Graf števila bolnikov s pozitivnim testom ELISA UAg, razdeljenih po spolu v obdobju od leta 2008 
do 2017. 
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4.1.1 Primerjava urinskega antigenskega testa ELISA UAg in testa PCR 
 
Od leta 2008 do vključno leta 2018 je bilo z urinskim antigenskim testom testiranih 10.477 
bolnikov in 11.667 vzorcev urinov. Od testiranih bolnikov je bilo z urinskim antigenskim 
testom pozitivnih 555 testiranih vzorcev od 525 bolnikov. V Univerzitetnem kliničnem 
centru Ljubljana je bilo obravnavanih 8.888 od 10.477 bolnikov, torej 84,8 % bolnikov. V 
enakem obdobju je bilo s testom PCR testiranih 2.834 vzorcev od 2.260 bolnikov. S testom 
PCR je bilo v omenjenem obdobju pozitivnih 72 bolnikov in 80 testov. Kasneje je bilo s 
testom PCR dodatno testiranih še 26 bolnikov pri katerih je bila izolirana legionela v 
kulturi (Preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Število testiranih bolnikov in preiskav s testom ELISA UAg in testom PCR v obdobju od leta 
2008 do 2018. 
Preiskava Št. testiranih bolnikov Št./% pozitivnih bolnikov 
ELISA UAg 10.477 525 (5,0) 
PCR 2.260 72+26* (4,3) 
*S testom PCR je bilo v času študije testiranih dodatnih 26 bolnikov pri katerih je bila izolirana legionela v 
kulturi. 
 
Ker nas je zanimalo ujemanje rezultatov testiranj s testom ELISA UAg in testom PCR, za 
dokaz okužbe z legionelo, smo v analizo vključili kužnine 1.200 bolnikov pri katerih sta 
bila izvedena oba testa. Kužnine so bile zbrane med leti 2006 do vključno leta 2018. K 
skupini testiranih bolnikov iz vsakodnevne diagnostike smo vključili še kužnine bolnikov, 
ki so imeli potrjen pozitiven test UAg in izolacijo. S testom ELISA UAg in testom PCR je 
bilo pozitivnih 68 od 1.200 bolnikov. Z obema testoma je bilo negativnih 1.111 bolnikov. 
Rezultati testa ELISA UAg in testa PCR so se razlikovali v 21 primerih. Pri treh od 21 
bolnikov je bila legioneloza dokazana z izolacijo. Omenjeni trije bolniki so imeli pozitiven 
test PCR in negativen test ELISA UAg. Testa sta podala enak rezultat pri 98,3 % bolnikov 
(kappa = 0,86), kar pomeni, da je ujemanje med testoma zelo dobro (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Število testiranih bolnikov in izvedenih preiskav s testom ELISA UAg in testom PCR v 
obdobju od leta 2006 do 2018. 
 ELISA UAg pozitivni 
bolniki 
ELISA UAg negativni 
bolniki 
seštevek 
PCR pozitivni bolniki 68 12 80 
PCR negativni bolniki 9 1.111 1.120 
seštevek 77 1.123 1.200 
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Preglednica 6 vsebuje bolnike, pri katerih je bila izolacija bakterije L. pneumophila 
pozitivna. Z izolacijo je bilo potrjenih 72 okužb. Pri izbranih bolnikih, ki so imeli okužbo 
potrjeno z izolacijo je bil dodatno izveden še test PCR. Število bolnikov s pozitivnim 
testom PCR je bilo 71. Z L. pneumophila sg. 2-15 so bili okuženi štirje bolniki. Pri enem 
bolniku je bil test PCR pozitiven in test ELISA UAg negativen, en bolnik je imel pozitiven 
test PCR, vendar pri njem nimamo podatka o testu ELISA UAg. Dva bolnika z L. 
pneumophila sg. 2-15 sta bila pozitivna tako s testom PCR kot testom ELISA UAg. 
 
Preglednica 6: Število bolnikov pri katerih je bila izvedena izolacija legionele iz kužnine in izvedena testa 
ELISA UAg ter PCR. 
Izolacija Test ELISA UAg Test PCR Število bolnikov 
Pozitivno Pozitivno Pozitivno 53 
Pozitivno Pozitivno Negativno 0 
Pozitivno Negativno Pozitivno 1 
Pozitivno Pozitivno Ni rezultata 1 
Pozitivno Ni rezultata Pozitivno 17 
 
 
4.1.2 Vpliv temperature na pojavljanje legioneloz 
 
S pomočjo podatkov Agencije Republike Slovenije za okolje smo preverili vpliv 
temperature na pojavnost legioneloz na območju Ljubljane z okolico. Kot smo že ugotovili 
se število okužb z legionelo po mesecih spreminja. Z letnimi časi se spreminja tudi 
temperatura okolja. Iz podatkov je razviden porast s testom ELISA UAg pozitivnih 
bolnikov od začetka do sredine leta in nato padec, kot posledica padca temperature okolja. 
Med leti 2008 in 2017 je v povprečju največ ljudi zbolelo v mesecu juliju. V tem mesecu 
so bile temperature najvišje. Neujemanje je opazno v mesecu aprilu, kjer je kljub povišanju 
temperature število okužb manjše (Slika 16). 
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Slika 16: Graf vpliva temperature okolja na število s testom ELISA UAg pozitivnih bolnikov v obdobju od 
leta 2008 do 2017. 
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4.2 FENOTIPSKA IN GENOTIPSKA OPREDELITEV KLINIČNIH IZOLATOV L. 
pneumophila 
 
Med leti 2006 in 2018 je bilo zbranih 72 kliničnih izolatov bakterije L. pneumophila. 68 
izolatov L. pneumophila sg.1 smo nato fenotipizirali z MAb dresdenskega panela in jim 
določili še sekvenčni tip. Primerjali smo zastopanost različnih fenotipov in genotipov in 
njihovo prekrivanje. Ugotoviti smo želeli, tudi kako demografski dejavniki vplivajo na 
pojavnost legioneloz.  
 
Med 72 kliničnimi izolati, smo fenotipsko opredelili 68 (94,4 %) izolatov L. pneumophila 
sg. 1 in štiri (5,6 %) izolate L. pneumophila sg. 2-15.  
 
Fenotip L. pneumophila sg.1, ki so sodili v pontiaško skupino MAb 3/1 pozitivni, smo 
določili pri 58 (85,3 %) izolatih. V ne-pontiaško skupino je sodilo 10 (14,7 %) MAb 3/1 
negativnih izolatov (Slika 17). 
 
 
Slika 17: Diagram s predstavljenim odstotkom 3/1 MAb pozitivnih in 3/1 MAb negativnih izolatov. 
 
Izolati so sodili v šest različnih fenotipov, in sicer Knoxville, Philadelphia, Benidorm, 
Bellingham, Allentown/France in Oxford/OLDA. Najbolj zastopan fenotip je bil 
Allentown/France, ki je predstavljal skoraj polovico (47,1 %) vseh testiranih izolatov. 
Sledila sta mu fenotipa Philadelphia s 16 izolati (27,9 %) in Bellingham s 6 izolati (11,8 
%). Fenotipi Knoxville, Benidorm in Oxford/OLDA so skupaj predstavljali 13,2 % 
izolatov (Slika 18). 
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Slika 18: Graf zastopanosti posameznih fenotipov med 68 kliničnimi vzorci. 
 
Prevladujoča fenotipa pri bolnicah sta bila Philadelphia in Allentown/France, ki sta bila 
tudi najbolj zastopana pri moških. Fenotipa Knoxville in Benidorm sta bila prisotna samo 
pri moških (Slika 19). 
 
 
 
Slika 19: Graf števila fenotipov porazdeljenih po spolu. 
 
Starostna skupna med 71 in 80 letom je imela največje število različnih fenotipov. V 
omenjeni starostni skupini je bilo prisotnih pet različnih fenotipov, medtem, ko so bili pri 
ostalih starostnih skupinah prisotni po štirje. Fenotipa Allentown/France in Philadelphia sta 
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bila prisotna pri vseh starostnih skupina, Knoxville pa pri bolnikih v starosti med 41 in 70 
let. Fenotip Oxford/OLDA se je pojavil le pri starejših bolnikih, starih med 71 in 90 let 
(Slika 20).  
 
 
Slika 20: Graf razporeditve fenotipov po starostnih skupinah. 
 
Sekvenčna analiza je bila izvedena na podlagi razlik v sedmih genih: flaA, PilE, asd, mip, 
mompS, neuA. Dokazali smo prisotnost 23 različnih sekvenčnih tipov. Najpogostejši 
sekvenčni tip je bil ST 1 (22,1 %), kamor se je uvrstilo 15 bakterijskih izolatov. Sledili so 
ST 23 z 12 izolati in ST 82, ST 728 ter ST 1852 s štirimi izolati. Vsi ostali sekvenčni tipi 
so bili prisotni pri treh izolatih ali manj (Slika 21).  
 
 
Slika 21: Število vzorcev po sekvenčnih tipih določenih z genotipizacijo. 
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Iz podatkov smo ugotovili, da lahko ima en sekvenčni tip več različnih fenotipov. 
Najpogostejši sekvenčni tip ST 1 (22,1 %) je navzoč pri fenotipih Philadelphia, 
Oxford/OLDA in Allentown/France. Tudi ST 62 (4,4 %) je bil navzoč pri različnih 
fenotipih, in sicer pri Knoxville in Allentown/France (Slika 22).  
 
Fenotip Allentown/France se je pojavil še pri devetih sekvenčnih tipih ST 23, ST 62, ST 
82, ST 109, ST 203, ST 762, ST 1852 in ST 1983. Fenotip Philadelphia se je skupaj pojavil 
pri šestih sekvenčnih tipih (ST 1, ST 37, ST 146, ST 435, ST 862 in ST 1090). Izolata ST 
1299 in ST 1984 sta imela fenotip Benidorm, medtem ko ST 59, ST 196, ST 334 in ST 728 
pa fenotip Bellingham. Fenotip Knoxville je bil prisoten pri ST 9, ST 20 in ST 62.  
 
Porazdelitev fenotipov po genotipih smo prikazali tudi z minimalnim vpetim drevesom, ki 
nam prikazuje tudi povezavo med sekvenčnimi tipi (Slika 23). V minimalno vpeto drevo je 
vključenih samo 53 izolatov L. pneumophila sg.1, saj so bili ostali izolati tipizirani kasneje. 
 
 
Slika 22: Graf fenotipov razvrščenih po sekvenčnih tipih. 
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Slika 23: Minimalno vpeto drevo izolatov, ki imajo določen sekvenčni tip, razvrščenih po fenotipu.  
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 ŠTUDIJA PODATKOV BAKTERIJE RODU Legionella V DESETLETNEM 
OBDOBJU, OD LETA 2008 DO LETA 2017 
 
Bakterija L. pneumophila pri ljudeh vse pogosteje povzroča legionarsko bolezen. Da bi 
bolje razumeli njeno prisotnost v našem okolju, smo v prvem delu naloge proučili 
pojavnost legioneloz na območju osrednje Slovenije med letoma 2008 in 2017. Zanimalo 
nas je, kako na možnost okužbe vplivata starost in spol prebivalstva v populaciji. Znano je, 
da za legionarsko boleznijo zbolevajo predvsem moški srednjih let, ki se veliko zadržujejo 
na prostem in starejši, imunsko oslabljeni ljudje, ki so za okužbe bolj dovzetni.  
 
V nalogi smo pregledali podatke o številu različnih diagnostičnih testov, ki so bili izvedeni 
v tem obdobju. Pri rezultatih nadaljnjih preiskav smo upoštevali podatke, ki so bili 
pridobljeni s testom ELISA UAg, za katerega menimo, da najbolje odraža dejansko stanje 
in gibanje okužb. Prav tako je bilo z njim testiranih največ bolnikov. Zaradi dolgotrajnosti 
postopka, potrebe po parnem serumu in težje interpretacije, število testov za dokaz 
specifičnih protiteles v bolnikovi krvi upada. Ker se vse pogosteje kot diagnostična metoda 
za dokazovanje legionel uporablja test PCR, smo primerjali kako se ta ujema s testom 
ELISA UAg. 
 
Skupaj je bilo v obdobju med letoma 2008 in 2017 je bilo testiranih 16.732 vzorcev 
bolnikov s sumom okužbe z legionelo. Vzorci so bili testirani s testi ELISA UAg, PCR in 
testom IIF. Bolnikov, s pozitivnim testom ELISA UAg, je bilo na začetku opazovanega 
obdobja 32. Število okužb je z leti naraščalo in v letu 2017 doseglo 73. Okužbe z 
legionarsko boleznijo se epidemiološko spremlja tudi v okviru spremljanja nalezljivih 
bolezni v Sloveniji. V letu 2017 je bilo prijavljenih 117 primerov legionarske bolezni, 
največ prav v osrednjeslovenski regiji (NIJZ, 2018). Na povečanje števila legionarske 
bolezni bi lahko vplivali okoljski dejavniki, kot sta povišana temperatura in količina dežja. 
Spreminja se tudi starostna struktura evropske populacije. Vse več je starejših ljudi, ki 
imajo večjo možnost za okužbo z legionelo. Prav tako sta se izboljšala nadzor in 
diagnosticiranje bolezni (Beaute, 2017). 
 
Pričakovali smo, da bodo med bolniki, ki so zboleli z legionarsko boleznijo predvsem 
moški srednjih let in starejša populacija. Bolniki, ki so bili stari med 41 in 80 let so 
predstavljali 74,3 % vseh s testom ELISA UAg pozitivnih bolnikov. Največ jih je bilo 
starih med 45 in 60 let. Razmerje med ženskami in moškimi je bilo 1 : 2,8. Med leti 2011 
in 2015 je bilo na območju Evrope razmerje podobno, in sicer 1 : 2,6 v prid moških. 79,8 
% bolnikov je bilo starih 50 let ali več (Beaute, 2017). 
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S testom ELISA UAg in testom PCR je bilo med leti 2008 in 2017 testiranih 1.200 
bolnikov. Testa sta se ujemala v 98,3 % primerih (kappa=0,86). Rezultati ELISA UAg in 
testa PCR so se razlikovali v 21 primerih. Prisotnih je bilo 9 s testom ELISA UAg 
pozitivnih in testom PCR negativnih vzorcev. Na negativen rezultat testa PCR bi lahko 
vplival tip kužnine, saj se je ta pojavil npr. v brisu žrela, ki je manj primerna kužnina, kljub 
temu, da je bil rezultat testa ELISA UAG z visokim OD (OD ELISA UAg = 1,426). 
Negativen rezultat PCR je bil ugotovljen tudi pri preostalih 8 kužninah iz spodnjih dihal. 
Razlog je lahko v vplivu antibiotičnega zdravljenja bolnikov pred odvzemom kužnine. V 
urinu je lahko Lp1 antigen prisoten 2 do 3 dni po pričetku bolezni in vse do dva meseca ali 
več po ozdravitvi. V tem primeru prav tako dobimo pozitiven rezultat samo s testom 
ELISA UAg (Chen in sod., 2015). 
 
Vzorcev, ki so bili s testom ELISA UAg negativni in testom PCR pozitivni je bilo 12. Pri 
treh bolnikih je bila okužba potrjena z izolacijo. Vrednost OD testa ELISA UAg se je pri 
teh primerih gibala med 0,012 in 0,195. Test ELISA UAg je bil negativen tudi pri dveh 
PCR šibko pozitivnih testih. Prav tako je bil test negativen pri bolniku okuženem s L. 
pneumophila sg. 12. Pri bolniku je bila okužba potrjena z uspešno izolacijo bakterije. Test 
ELISA UAg s protitelesi prepozna LPS serološke skupine 1, zato je za druge skupine manj 
občutljiv (Pierre in sod., 2017).  
 
Zlati standard za diagnostiko okužb z legionelo ostaja izolacija z osamitvijo bakterije. Z 
njo lahko identificiramo vse poznane vrste in serološke skupine legionel (Pierre in sod., 
2017). Izolacija je bila pozitivna pri 72 bolnikih. Omenjeni bolniki so bili nato testirani še s 
testom PCR. Rezultat obeh testov se je razlikoval zgolj v enem vzorcu, ki je bil s testom 
PCR negativen. Problem diagnostike z mikrobiološko kulturo, v primerjavi s testom PCR, 
predstavlja dolgotrajnost in zahtevnost postopka. Rezultati kultivacije so lahko vidni šele 
po 3 do 5 dneh. Mikrobiološka kultura prav tako ni metoda izbora, saj med kužninami 
prevladujejo urini, v katerih legionele niso prisotne (Pierre in sod., 2017). 
 
V študiji primerjave urinskega antigenskega testa in testa PCR so Peci in sodelavci z 
obema metodama testirali 1.052 bolnikov z legionarsko boleznijo. 56 vzorcev je bilo 
pozitivnih tako s testom UAg, kot z testom PCR. 19 testov je bilo pozitivnih samo s testom 
PCR in 16 samo s testom UAg. Od 19 PCR pozitivnih testov je bila v 9 vzorcih prisotna L. 
pneumophila in v 10 druga vrsta legionel. Občutljivost testa UAg v primerjavi s testom 
PCR je bila 74,7 % in specifičnost 98,3 %. Od PCR L. pneumophila pozitivnih vzorcev so 
bili trije potrjeni s kulturo. Dva sta sodila v L. pneumophila sg.1 in en v sg. 6 (Peci in sod., 
2016). 
 
Ker je legionarska bolezen znana kot sezonska bolezen z izrazitim povišanjem števila 
okužb v poletnih mesecih in začetku jeseni, smo preverili, ali bi lahko povišanje števila 
okužb v osrednji Sloveniji povezali s povišanimi temperaturami v okolju. V opazovanem 
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obdobju je večina bolnikov zbolela poleti in v začetku jeseni. Po podatkih NIJZ, je bilo v 
letu 2017 največ prijavljenih primerov med začetkom maja in koncem septembra (NIJZ, 
2018). V primerjavi s februarjem in aprilom, meseca marca opazimo povečanje števila 
okužb, ki bi ga lahko pripisali potovanjem. Najmanjše število vzorcev, pozitivnih s testom 
ELISA UAg, je bilo prisotno v mesecu aprilu. Podnebje predstavlja enega od glavnih 
dejavnikov, ki vplivajo na mesečno nihanje okužb. Ugotovili smo, da povprečno število 
bolnikov sledi spremembam povprečne temperature. Podobne podatke smo prav tako 
dobili pri opazovanju okužb v posameznih letih. Brandsema in sodelavci (2014) so opazili, 
da se število okužb poveča, kadar daljšemu obdobju z visokimi temperaturami sledi obilno 
deževje. Visoka relativna vlažnost, ki je prisotna ob takšnem vremenu, legionelam znotraj 
aerosolov omogoča boljše preživetje.  
 
5.2 FENOTIPSKA IN GENOTIPSKA OPREDELITEV KLINIČNIH IZOLATOV L. 
pneumophila 
 
Za tipizacijo bakterije Legionella pneumophila so na voljo številne tipizacijske tehnike, ki 
omogočajo razlikovanje med posameznimi podtipi bakterij. V drugem delu naloge smo s 
tehniko fenotipizacije z MAb dresdenskega panela opredelili 68 (94,4 %) od 72 izolatov. 
Rezultate smo interpretirali s pomočjo pozitivne in negativne kontrole. Da bi se izognili 
dvomom pri interpretaciji, smo zaradi navzkrižne reaktivnosti nekaterih protiteles, vsako 
IF stekelce pazljivo spirali v svoji banjici in pazili, da jih med seboj nismo zamenjali. 
Omenjenih 68 (94,4 %) izolatov je sodilo v skupino L. pneumophila sg. 1 za katero je 
znano, da povzroča večji del okužb pri ljudeh. Preostali štirje izolati so sodili v sg. od 2 do 
15. Na območju Evrope je bila med leti 2011 in 2015 L. pneumophila sg. 1 odgovorna za 
82,9 % s kulturo potrjenih okužb (Beaute, 2017). Število okužb z drugimi vrstami in 
serološkimi skupinami je verjetno podcenjeno, saj je urinski antigenski test za njih slabše 
občutljiv (Phin in sod., 2014). 
 
Ali bo bakterija okužila potencialnega gostitelja je odvisno od njene virulence. Študije so 
pokazale, da so bolj virulentne tiste bakterije, ki sodijo v pontiaško skupino in vežejo MAb 
3/1 protitelesa, torej so MAb 3/1 pozitivne (Reichardt in sod., 2010). Med našimi izolati je 
bilo takšnih, ki so bili MAb 3/1 pozitivni pričakovano več, predstavljali so 85,3 %.  
 
Helbig in sod. (2002) so v študiji izolatov bakterije L. pneumophila v Evropi prišli do 
podobnih ugotovitev. Pri okužbah z L. pneumophila sg.1 so prevladovali MAb 3/1 
pozitivni izolati, predstavljali so 85,1 %. MAb 3/1 pozitivni izolati so bili v 78 % prisotni 
pri bolnikih s potovalno in z doma pridobljeno pljučnico. 47 % MAb 3/1 pozitivnih sevov 
je bilo prisotnih med izolati z bolnišnično okužbo (Helbig in sod., 2002). Sklepamo lahko, 
da imajo bolniki z bolnišnično okužbo oslabljen imunski sistem, in so zaradi tega bolj 
dovzetni za okužbo z manj virulentnimi sevi. 
 
Ražman N. Fenotipska in genotipska opredelitev kliničnih izolatov bakterije Legionella pneumophila. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
44 
Izolati so se razvrstili v podskupine s šestimi različnimi fenotipi. Prisotni fenotipi so bili 
Knoxwille, Philadelphia, Benidorm, Bellnigham, Allentown/France in Oxford/OLDA. 
Fenotip, ki se je pojavil pri 47,1 % izolatov, je bil Allentown/France. Allentovn/France je 
tudi eden izmed bolj zastopanih fenotipov v bazi sekvenčnih tipov EWGLI (EWGLI, 
2018). Sledil je fenotip Philadelphia s 27,9 %, ta je v študiji kliničnih izolatov v Italiji in na 
Portugalskem predstavljal najpogostejši fenotip (Fontana in sod., 2014; in Chasqueira in 
sod., 2014). Ostali fenotipi so bili zastopani v mnogo manjšem številu. V študiji izolatov 
na območju Evrope med leti 1991 in 2000, je bil najpogostejši fenotip Philadelphia, ki je 
predstavljal kar 22 % vseh izolatov (Helbig in sod., 2002). Pri obeh spolih sta bila 
prevladujoča fenotipa Philadelphia in Allentown/France. Fenotipa Knoxville in Benidorm 
pri ženskah nista bila prisotna.  
 
Okužbe z legionelo se pogosteje pojavljajo pri starejših ljudeh, ki imajo slabši imunski 
odziv. Največ izolatov (25 %) je bilo izoliranih pri bolnikih starih med 71 in 80 let. V 
omenjeni starostni skupini je bila prisotna tudi največja raznovrstnost fenotipov (5 
različnih fenotipov). Ostale starostne skupine so vsebovale po štiri različne fenotipe. 
Fenotipa Allentown/France in Philadelphia sta bila prisotna v vseh skupinah. Fenotip 
Oxford/OLDA se je pojavil le pri bolnikih starejših od 71 let. Razlog za njegovo prisotnost 
pri starejših bolnikih, bi lahko bil njihov oslabeli imunski sistem, saj Oxford/OLDA sodi 
med manj virulentne, ne-pontiaške seve. Zaradi premajhnega števila Oxford/OLDA 
izolatov, tega ne moremo trditi z gotovostjo. 
 
S sekvenčno analizo smo razdelili 68 izolatov v 23 sekvenčnih tipov. V primerjavi s 
fenotipizacijo z MAb dresdenskega panela, ki je izolate razdelila v šest skupin, je 
genotipizacija zmožna večje diskriminacije. Najpogostejša sekvenčna tipa sta bila ST 1 
(22,1 % izolatov) in ST 23 (17,6 % izolatov). Tako iz grafa kot iz minimalnega vpetega 
drevesa je razvidno, da je ST 1 sestavljen iz treh različnih fenotipov; Philadelphia, 
Allentown/France in Oxford/OLDA. Allentown/France in Knoxville sta sestavljala ST 62. 
Fenotip Oxford/OLDA je bil značilen izključno za ST 1.  
 
Fontana in sod. (2014) so pri sekvenčni analizi kliničnih izolatov iz Italije ugotovili, da sta 
bila v največjem številu zastopana sekvenčna tipa ST 1 (14 %) in ST 23 (18 %). 75 % ST1 
je imelo fenotip Philadelphia in 25 % OLDA. 60 % ST 23 izolatov je imelo fenotip 
Philadelphia, sledili so Knoxville (20 %), Allentown/France (10%) in Allentown/France-
Philadelphia (10 %) (Fontana in sod., 2014). 
 
Ugotovili smo, da lahko s sekvenčno analizo isto število bakterijskih izolatov razvrstimo v 
večje število podskupin, kot s tipizacijo z MAb dresdenskega panela. Tipizacija z MAb je 
primerna metoda predvsem takrat, kadar primerjamo okoljske izolate s kliničnimi. Med 
okoljskimi izolati prevladujejo MAb 3/1 negativni sevi. V velikem številu okoljski 
izolatov, lahko s tipizacijo z MAb hitro najdemo potencialne patogene legionele. Metoda 
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nam tako pomaga zožiti nabor izolatov in jih primerja s kliničnimi. Ujemanje okoljskega 
izolata s kliničnim lahko nato potrdimo še s sekvenčno analizo, ki je splošno sprejeta 
metoda za tipizacijo legionel.  
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6 SKLEPI 
 
Iz analize podatkov desetletnega obdobja, od leta 2008 do 2017 lahko sklepamo da: 
 
- število bolnikov z legionelozo v opazovanem desetletnem obdobju narašča. 
Najpogosteje uporabljen test, za diagnosticiranje okužb z legionelo je urinski 
antigenski test (ELISA UAg), 
 
- se okužbe z legionelami najpogosteje pojavljajo poleti in v začetku jeseni, v 
povprečju največ v mesecu juliju, 
 
- večina bolnikov (74,3 %), ki so se okužili z legionelo je bila stara med 41 in 80 
let, 
 
- se z legionelo pogosteje okužijo moški. Razmerje med ženskami in moškimi je 
bil 1 : 2,8, 
 
- je ujemanje med testom ELISA UAg in testom PCR zelo veliko, saj sta testa 
podala enak rezultat pri 98,3 % bolnikov. 
 
 
Na podlagi rezultatov fenotipske in genotipske opredelitve kliničnih izolatov L. 
pneumophila smo ugotovili da: 
 
- med kliničnimi izolati legionel prevladuje L. pneumophila sg. 1 (94,4 %), 
 
- se je v pontiaško skupino z MAb 3/1 pozitivnim podtipom uvrstilo 85,3 % 
izolatov L. pneumophila sg. 1, 
 
- so izolati sodili v šest fenotipskih skupin in sicer Allentown/France, 
Philadelphia, Knoxville, Benidorm, Bellingham, in Oxford/OLDA. 
Najpogosteje zastopan fenotip je bil Allentown/France, ki je predstavljal 47,1 % 
testiranih izolatov, 
 
- je med izolati prisotnih 23 različnih sekvenčnih tipov. Najpogostejši sekvenčni 
tip je bil ST 1 (22,1 %), 
 
- ima lahko en sekvenčni tip več različnih fenotipov in obratno. Najpogosteje 
zastopan sekvenčni tip ST 1 vsebuje izolate s fenotipom Philadelphia, 
Oxford/OLDA in Allentown/France. 
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7 POVZETEK 
 
Bakterije iz rodu Legionella so znotrajcelični mikroorganizmi, ki jih lahko najdemo v 
različnih vodnih okoljih. Do okužbe pri ljudeh pride zaradi vdihavanja z legionelo 
kontaminiranih aerosolov. V okolju legionele prebivajo v protozojih, človek je njihov 
naključni gostitelj (Mercante in Winchell, 2015). Bolezen se pri človeku kaže, kot 
legionarska bolezen ali kot pontiaška vročica. V rod Legionella uvrščamo več kot 60 vrst 
in 70 seroloških skupin. Pri ljudeh najpogosteje povzroča obolenja vrsta L. pneumophila. 
Ta je odgovorna za okrog 90 % vseh prijavljenih primerov. Znotraj omenjene vrste je 
najpogostejša L. pneumophila sg. 1 (Cunha in sod., 2016).  
 
V nalogi smo analizirali podatke Laboratorijskega informacijskega sistema, zbrane v 
desetletnem obdobju, od leta 2008 do leta 2017. Osredotočili smo se predvsem na vzorce 
testirane s testom ELISA UAg. Domnevali smo, da ta najbolje predstavlja dejansko stanje 
okužb. Število bolnikov s potrjeno legionelozo z leti narašča. Leta 2008 je bilo s testom 
ELISA UAg pozitivnih 32 bolnikov, leta 2017 pa je število okužb naraslo na 73. V 
omenjenem desetletnem obdobju, so se okužbe z legionelo večinoma pojavljale od začetka 
poletja do jeseni. Največ okužb je bilo zabeleženih v mesecu juliju. Ugotovili smo, da bi 
lahko na porast okužb v poletnih mesecih prav tako vplivala temperatura okolja. Razmerje 
med ženskami in moškimi, ki so zboleli z legionelozo, je bilo 1 : 2,8. Zboleli so predvsem 
starejši ljudje, saj je bilo 74,3 % bolnikov starih med 41 in 80 let. Za potrditev legioneloze 
se v diagnostiki uporabljata predvsem testa ELISA UAg in PCR. S testom ELISA UAg in 
testom PCR je bilo v obdobju od leta 2006 do vključno leta 2018 hkrati testiranih 1.200 
bolnikov. Ujemanje med testoma je bilo 98,3 % (kappa = 0,86). 
 
Za preprečitev in nadzor širjenja bolezni je ključna hitra diagnostika in zanesljivo 
razlikovanje med bakterijskimi izolati. Legionele najpogosteje fenotipiziramo z metodo 
serotipizacije z monoklonskimi protitelesi. Ta bakterijo L. pneumophila razvrsti v 15 
seroloških skupin. Splošno sprejeta metoda genotipizacije bakterije L. pneumophila pa je 
sekvenčna analiza. V drugem delu naloge smo fenotipsko opredelili 72 kliničnih izolatov 
iz obdobja med leti 2006 in do vključno leta 2018. Shranjene izolate smo nacepili na 
gojišče BCYE, iz kolonij pripravili suspenzije in izvedli tipizacijo z monoklonskimi 
protitelesi. Dobljene podatke smo primerjali s podatki, ki so bili pridobljeni z 
genotipizacijo s SBT. Od 72 kliničnih izolatov je 68 izolatov sodilo v L. pneumophila sg. 1 
in 4 izolati v L. pneumophila sg. 2-15. MAb 3/1 pozitivnih je bilo 85,3 % izolatov L. 
pneumophila sg. 1. Izolate smo razvrstili v šest različnih fenotipskih skupin. Najpogostejši 
fenotip je bil s 47,1 % Allentwn/France. Fenotip Oxford/OLDA se je pojavil samo pri 
bolnikih starejših od 71 let. S sekvenčno analizo je bila dokazana prisotnost 23 različnih 
sekvenčnih tipov. Najpogostejši sekvenčni tip je bil ST 1 (22,1 %). Ugotovili smo, da ima 
lahko en sekvenčni tip več različnih fenotipov in obratno. Na primer ST 1 je sestavljen iz 
fenotipov Philadelphia, Oxford/OLDA in Allentown/France.  
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